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RESUMEN 
 
 
Se elaboró una revisión amplia de todas las áreas del laboratorio con el fin de  
efectuar una evaluación minuciosa del estado en que se encontró, para poderlo 
colocar en funcionamiento nuevamente. 
 
 
Luego se procedió a hacer una revisión bibliografica con el fin de evaluar las 
mejores normas de asepsia e implementar unas nuevas para poder lograr 
mejorar el nivel de  laboratorio. , el cual se encontraba en  mal estado. 
 
 
Al hacer el análisis del laboratorio se revisaron los equipos y se logro que la 
Corporación enviara un técnico para su reparación. Después de esto se   
retomaron las labores en el laboratorio.. 
 
 
Se inicio con la limpieza en las diferentes áreas del laboratorio, desinfectando 
los pisos, mesones, paredes, cajones, equipos, ventanas, puertas y ambiente 
con soluciones de hipoclorito de sodio 1 y 3 %, alcohol  70 y 90%, tego 51, 
klinol, variándose semanalmente para evitar la resistencia de los 
microorganismos y así establecer las condiciones asépticas indispensables 
para el funcionamiento del laboratorio. 
 
 
Se procedió a la recolección del material vegetal,  su desinfección y al 
establecimiento de los medios de cultivo tomando como guía los mejores 
resultados de experiencias anteriores  y haciendo  variaciones que se 
consideraron pertinentes. 
Se Concluyo que el material vegetal idóneo para el cultivo in-Vitro de Guadua 
angustifolia Kunth es YEMA AXILAR, MICROESQUEJES DE CHUSQUIN, EL 
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material vegetal fue recolectado en el banco de propagación del Centro 
Nacional para el Estudio del Bambú-Guadua. 
 
 
Se establecieron tres métodos de desinfección del explante, el primero  
consistió en  lavar con detergente liquido, en los dos restantes tratamientos, se 
adiciono NaClO en diferentes concentraciones y tiempos de inmersión, luego 
los explantes fueron sometidos a múltiples enjuagues con agua destilada y 
esterilizada para remover los residuos del desinfectante. 
 
 
Para contrarrestar la oxidación de los explante se empleo ácido ascórbico 
60ppm , también se utilizo penicilina 1 mg/l para contrarrestar la  
contaminación, inmediatamente se cumplía el tiempo de inmersión el tejido fue 
sembrado en le medio de cultivo Murashige-Skoog (MS) suplementado con 
glicina,  BAP, ANA y carbón activado para contrarrestar la oxidación del medio 
de cultivo. 
 
 
En el proceso de  siembra se hicieron observaciones que permitieron 
establecer cualitativamente la respuesta  de los explantes a los diferentes 
tratamientos y la efectividad de los mismos, valorando la contaminación y la 
oxidación. 
 
 
Finalmente se estableció que el tratamiento más efectivo para la desinfección 
del material vegetal de Guadua Angustifolia Kunth fue la inmersión en 
hipoclorito de sodio al 1% durante 10 minutos para yemas axilares y 20 para  
microesquejes de chusquin en hipoclorito al 3% 
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INTRODUCCIÓN 
 
 
En la antigüedad el hombre americano se confió en la guadua para sobrevivir; 
le sirvió como arma, como combustible para calentarse y cocinar sus alimentos; 
mas tarde comprendió el significado de sus múltiples usos y el empleo como 
elemento imprescindible para construir vivienda. 
 
 
La guadua es una planta que aporta múltiples beneficios para el ambiente y el 
hombre;  el rápido crecimiento de la Guadua permite, según estudios producir 
entre 2 a 4 ton/ha/año de biomasa (volumen que varía según el grado de 
intervención del guadual), esta biomasa es importante, ya que contribuye a 
enriquecer y mejorar la textura del suelo, el aporte anual de biomasa general 
de un guadual en pleno desarrollo oscila entre 30 y 35 ton/ha/año  
 
 
El sistema entretejido de rizomas y raicillas origina una malla, que les permite 
comportarse como eficientes muros biológicos de contención, amarran 
fuertemente el suelo y evitan la erosión 
 
 
Entre los aportes más valiosos de la especie se debe mencionar que han 
propiciado la existencia y sostenibilidad de flora, microflora, entomofauna, 
mamíferos, aves, reptiles y anfibios. 11 
 
 
De acuerdo a lo  expuesto por Giraldo, podemos afirmar que el cultivo de la 
Guadua angustifolia Kunt, amerita una atención y tratamiento adecuado, debido 
a su alto rendimiento de madera por hectárea, madurez en un tiempo 
relativamente corto, buena durabilidad y trabajabilidad; sumado a esto está su 
                                                 
1 GIRALDO HERRERA, Edgar y SABOGAL OSPINA, Aureliano. Una Alternativa Sostenible: la 
Guadua.Armenia. Corporación Autonoma Regional del Quindío. Fudesco 1999 p 19-20 
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importancia ambiental, cultural y económica a nivel regional y local, debido a 
esto la CRQ ( Corporación Autónoma Regional del Quindío) ha implementado 
el Centro Nacional para el Estudio del Bambú-Guadua donde se realiza el 
estudio para la reproducción y propagación de está, estrategias que son 
fundamentales para lograr su renovabilidad y  sostenibilidad. 
 
 
Dentro de las instalaciones del Centro Nacional para el Estudio del Bambú- 
Guadua se encuentra ubicado el laboratorio de biotecnología donde se está  
implementando la técnica de propagación de la especie Guagua Angustifolia  
Kunth por medio del cultivo In- Vitro. 
 
 
Esta técnica considerada como una línea de avanzada se convierte en una 
herramienta para trabajos futuros relacionados con el mejoramiento genético 
de la planta, no obstante debe orientarse y continuarse para tener mayores 
logros. 
 
 
La continuidad de esta técnica dentro del desarrollo de la pasantia busca lograr 
un excelente proceso aséptico dentro del laboratorio disminuyendo al máximo 
los grados de incidencia de infestación, al igual que efectuar una selección de 
material vegetal optimo para la producción en masa de al guadúa. 
 
 
En virtud de lo anterior y mediante la presente pasantia se realizo una 
evaluación de las experiencias anteriores con el fin de mejorar las técnicas 
empleadas en la desinfección del material vegetal, en el cultivo de los 
explantes, en la desinfección del laboratorio esto con el fin de lograr un 
excelente trabajo y poder obtener mejores resultados en el  cultivo in-vitro de la 
guadua angustifolia Kunth. 
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JUSTIFICACIÓN. 
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Las plantas han sido aprovechadas desde siempre como fuente de alimento, 
productos farmacéuticos e industriales, combustible, habitación y como recurso 
natural. El avance de la Biotecnología aborda el mejoramiento de los cultivos 
con el fin de obtener plantas con características mejoradas, manteniendo la 
diversidad genética original. 
 
 
El mejoramiento de la planta enmarca la obtención de una variabilidad genética 
resistente a virus, hongos y plagas, adaptabilidad a condiciones climáticas 
extremas o especificas y una mayor productibilidad en la propagación 
vegetativa libre de patógenos. 
 
 
El trabajo realizado como pasante  en el laboratorio del Centro Nacional para el 
Estudio del Bambú-Guadua, busca , evaluar los procesos adelantados hasta la 
fecha y seleccionar variaciones en le cultivo in-vitro de tejidos vegetales de la 
guadua para dicha evaluación, la utilización mas simple, es la selección de 
variantes que pueden expresarse in-vitro como son: la resistencia a 
antibióticos, la variación de la concentración de vitaminas y reguladores de 
crecimiento; adicionalmente se evaluaron otras variables , que hay que 
controlar como la contaminación microbiana, lo cual se realiza con la aplicación 
de desinfectantes de forma regularla 
 
Debido a la gran importancia de la guadua y a la utilización que se le esta 
dando, se le debe  dar una gran importancia a este trabajo ya que el cultivo in-
vitro es una manera rápida de obtener material vegetal sano, e idóneo para su 
utilización.  
Por eso se debe seguir trabajando en el mejoramiento de la planta física del 
laboratorio del Centro Nacional para el Estudio del Bambú -Guadua , al igual 
que la vinculación de mas personal en el area de investigación, esto con el afín 
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de poder llegar a obtener los mejores resultados en el cultivo in-vitro y sacarle  
obtener una certificación del laboratorio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                              23 
 
 
1. OBJETIVOS. 
 
 
1.1.  OBJETIVO GENERAL. 
 
 
 Realizar una evaluación  sobre el estado actual del laboratorio y su 
debido funcionamiento, para  disminuir al máximo los grados de 
incidencia de infestación microbiana y poder lograr propagar 
vegetativamente a la Guadua Angustifolia Kunt. 
 
 
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS. 
 
 
 Recoger experiencias anteriores y evaluar los avances logrados sobre  
las técnicas biotecnológicas elaboradas en el centro nacional para el 
estudio del Bambú-Guadua, con el fin de implementar nuevos métodos y  
mejorar las técnicas 
 
 
 Seleccionar el material vegetal de Guadua (Explante) e iniciar procesos 
metodológicos para la caracterización de los mejores  explantes, con el 
fin de identificar partes de ella con mejor totipotencia. 
 
 
 definir los mejores componentes y requerimientos nutricionales del 
medio de cultivo para la propagación “In-Vitro” de la Guadua angustifolia  
Kunt. 
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2.ANTECEDENTES. 
 
 
El cultivo celular, como en la actualidad se conoce, se inicio con Haberlndt 
(1902), y fue el primero que cultivo células aisladas, completamente 
diferenciadas de tejido en empalizada de lamiun purpureum, de epidermis de 
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ornithogalum y de pelos de epidermis de pulmonaria mollisima en solución 
Knop adicionada de sacarosa. Las células en empalizada crecían en extensión 
(cambio de forma, grosor de  las paredes celulares y presencia de granos de 
almidón en los cloroplastos) pero no se divide, debido lógicamente, a la falta de 
hormonas, todavía  desconocidas. 
 
 
Años después, Haberlandt (1913) dio una nueva orientación a sus trabajos que 
fue el comienzo de muchas de las modernas investigaciones sobre el cultivo In-
Vitro. Utilizando pequeños y delgados discos de tubérculos de patata descubrió 
que en ellos, casi sin excepción, se producía división celular, bastaba que 
tuviera leptoma, es decir, tubos cribosos y sus acompañantes. 
 
 
De singular significación para el conocimiento de la fisiología de la planta, y 
consecuentemente para el cultivo in-Vitro de células y tejidos, fue el 
descubrimiento e identificación, por went y timan (1937), de la auxina ácido 
indol -3-acético (IAA) como hormona que estimula la extensión celular en el 
tallo.2 
 
 
Desde la década de los años 1950 se efectuaron notables progresos en el 
conocimiento del cultivo de tejidos y células vegetales, Gautheret (1959) realizo 
experimentos de cultivo de segmentos de tejidos jóvenes, en crecimiento de 
cultivo de segmentos de tejidos jóvenes, en crecimiento, de raíz de zanahoria, 
tallos de tabaco y tallo leñoso de sauce. El medio inicial utilizado, compuesto 
de sales minerales, sacarosa y vitaminas era insuficiente, siendo necesario 
adicionarle auxina. Cultivados en condiciones estériles, con apropiadas 
combinaciones de hormonas, estos tejidos podían crecer potencialmente de 
modo indefinido. 
 
                                                 
2 SERRANO GARCIA, Manuel y PIÑOL SERRA , Maria Teresa Biotecnología Vegetal. Madrid. 
Editorial Síntesis . 1991 Pág. 32-39 
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En 1957, se demostró que las expresiones morfogenetica de los tejidos en 
cultivo dependían de la presencia de citoquinina y otras clases de hormonas 
vegetales, descubiertas y estudiadas desde los años 1950, son las giberlinas 
(GA), el ácido asbscisico (ABA) y el etileno (una extraña e inusual hormona a 
causa de su naturaleza gaseosa) 
 
 
La investigación sobre el cultivo de tejidos ha mejorado considerablemente por 
el contenido mineral de los medios de cultivo; componentes, formas salinas 
minerales y orgánicas, relaciones entre ellos, la concentración total, medios 
básales especiales por la concentración o la presencia de elementos no 
comunes. Boll y street (1951) Bürstom (1953), Hanna y Street (1954) revelaron 
la importancia de elementos “traza” (microelementos) como Cu, Mn, I. Street y 
Col (1952) establecieron el papel de los agentes quelantes43 
 
 
El laboratorio de Biotecnología en el Centro Nacional para el estudio de 
Bambú-Guadua empezó a funcionar a partir de 1996 fecha en la cual se 
adecuo la infraestructura del laboratorio y se iniciaron las pruebas para 
determinar el medio de cultivo mas apropiado para el desarrollo In-Vitro de 
Guadua angustifolia Kunth. 
 
Solano, Gabriela y Giraldo, Edgar fueron los primeros en hacer investigaciones 
en el laboratorio del Centro Nacional para el Estudio del Bambú-Guadua , sus 
primeras funciones fueron hacer la normatividad de la asepsia en el  
laboratorio, y en el material vegetal de guadua que se utiliza en el cultivo in-
vitro . Emplearon como fuentes vegetativas  yemas nodales de guaduas entre 1 
y 2 años, yemas axilares de ramas plagiotrópicas y microesquejes, este 
material vegetal fue esterilizado con fungistatos, e implementaron como medio 
básico de cultivo el murashige skoog con un pH de 5.7. 
                                                 
3 SERRANO GARCIA, Manuel y PIÑOL SERRA , Maria Teresa. Biotecnología Vegetal. Madrid. 
Editorial Síntesis .1991 Pág. 32-39  
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Andrade, Liliana y Giraldo, Edgar en 1997 y 1998 realizaron un protocolo 
especial de desinfección para los explantes, encontrándose que el hipoclorito 
de sodio al 1% durante 10 minutos reduce la contaminación y el ácido 
ascórbico 60 ppm por 10 minutos evita de manera parcial la oxidación de los 
tejidos. Luego de esta desinfección los explantes son sembrados en un medio 
gelatinoso (Murashige y Skoog) al que se le adicionan nutrientes, vitaminas, 
minerales y fitohormonas; en este medio se activan las yemas bajo condiciones 
controladas de luz y temperatura. 
 
 
De febrero a diciembre de 1998 Guerrero, patricia y Giraldo, Edgar en sus 
investigaciones evaluaron la efectividad de  tres tratamientos para la 
desinfección de explantes diciendo que el mejor procedimiento es  sumergir el 
explante en etanol al 70% durante 30 segundos, luego con hipoclorito de sodio 
(NaClO) al 3% durante 20 minutos, enjuagar con agua destilada, hipoclorito de 
sodio (NaCLO) al 1 % durante 10 minutos, enjuagar con agua destilada y se 
obtiene un explante listo para la siembra. También realizaron pruebas de PDA 
para identificar zonas de mayor contaminación. Se construyo la cámara  de 
termoterapia, para controlar la contaminación de patógenos. 
 
 
En el año 2000 se reiniciaron investigaciones en la pasantia de Sandra López y 
Ana Lucia, las cuales realizaron un primer manual de Biotecnología para 
implementación en el laboratorio, ellas emplearon Gentamicina y 
Estreptomicina para controlar la presencia de agentes patógenos. 
 
 
En el año 2001 Mejía, Clara y Morales, Lina evaluaron y validaron los procesos 
biotecnológicos del laboratorio del Centro Nacional para el Estudio del Bambú-
Guadua,, concluyendo que se deben  realizar varias semanas de desinfección 
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para mejorar las condiciones de asepsia, el material vegetal utilizado fue las 
yemas nodales porque son más resistentes al ataque de patógenos logrando 
una mayor diferenciación celular, adicionaron al medio carbón activado al 3%  
logrando así una menor fenolización  
 
 
Este método aun se encuentra en evaluación ya que el grado de oxidación y de 
contaminación es relativamente alto y aun no se han encontrado con 
efectividad los tratamientos óptimos para lograr una buena asepsia y evitar la 
muerte del material vegetal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3. MARCO TEORICO. 
 
 
3.1. GENERALIDADES DE LA GUADUA: 
 
 
Es de mencionar que esta especie pertenece a las angiospermas o plantas con 
flores, consideradas bastantes complejas a pesar de ser muy familiares entre 
las plantas; pertenece a las gramíneas, una de las familias más antiguas e 
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importantes del reino vegetal, muy abundante en especie, se encuentra en 
todas las latitudes y se considera familia cosmopolita. Posee unos 500 géneros 
y 8.000 especies.  
 
 
En América el género Guadua se considera y clasifica como bambú leñoso 
(Londoño, X.1992), y es de los de mayor interés debido a la importancia para el 
hombre ya que es el género mas utilizado por las comunidades que habitan 
entre 0 y 2.000 metros de altura sobre el nivel del mar 
. 
 
En Colombia dentro del género Guadua se han determinado 4 especies: 
Angustifolia que se encuentra distribuido en gran parte de la región central 
andina;  Amplexifolia que se localiza en los llanos orientales, parte norte de la 
orinoquia y la costa atlántica; Superba y Weberbaueri ubicadas en al 
amazonía y el corredor chocoano del pacifico; 1 variedad Guadua angustifolia. 
Variedad Bicolor y 5 formas o biotipos denominados vulgarmente cebolla, 
macana, rayada negra, cotuda y Castilla44 
 
 
 
 
Cuadro  1. Rangos Genealógicos para clasificación de la Guadua. (Giraldo 
Pág. 32) 
 
RANGO TAXONOMIA 
División Espermatofita 
Subdivisión Angiosperma 
Clase Lilopsidas/ monocotiledóneas 
Subclase Commelinidae 
                                                 
4 GIRALDO HERRERA , Edgar y SABOGAL OSPINA , Aureliano. Una Alternativa Sostenible: la 
guadua. Corporación Autónoma Regional del Quindío (CRQ) 1999 Pág. 31-32 
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Orden Cyperales o Poaceae 
Familia Graminaneae o poaceae 
Subfamilia Bambusoidae 
Supertribu Bambusodae 
Tribu Bambuseae 
Subtribu Gaduinae 
Género Guadua 
Especie Angustifolia 
Variedad Bicolor 
Forma Cebolla, Macana, Rayada, etc. 
 
 
La guadua constituye agrupaciones o rodales ubicado preferencialmente en 
vegas cercanas a fuentes de aguas; su conformación y desarrollo hace que los 
tallos crezcan juntos y en algunos casos se entrelacen. El tallo, que es de una 
gramínea presenta características de planta leñosa, de excelente consistencia 
y de color verde más oscuro que el follaje, resaltando la vistosidad de los nudos 
5. 
 
 
 
 
3.2.  CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES. 
 
 
En primer termino, el cultivo de tejidos in-Vitro comprende, en su acepción 
amplia, un heterogéneo grupo de técnicas mediante las cuales un explante 
(parte separada de un vegetal, por ejemplo: protoplasto, célula, tejido, órgano) 
se cultiva asépticamente en un medio de composición química definida y se 
                                                 
55 GIRALDO HERRERA , Edgar y SABOGAL OSPINA , Aureliano. Una Alternativa Sostenible: la 
guadua. Corporación Autónoma Regional del Quindío (CRQ) 1999 Pág. 31-32 
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incuba en condiciones ambientales controlada. Esta  acepción amplia, si bien 
imprecisa, es actualmente aceptada. 
 
 
En segundo termino, los objetivos perseguidos con la utilización del cultivo in-
Vitro de tejidos vegetales son numerosos  y diferentes, las cuales se pueden 
resumir en: 
 
  
A. Estudios básicos de fisiología, genética, bioquímica, y ciencias afines 
B. Bioconversión y producción de compuestos útiles. 
C. Incremento de la variabilidad genética 
D. Obtención de plantas libres de patógenos 
E. Propagación de plantas 
F. Conservación e intercambio de germoplasma. 
 
 
De estas consideraciones surge que el establecimiento de los cultivos de 
tejidos, es decir, la separación  del explante y las operaciones relacionadas con 
su incubación in-Vitro, dependerá en gran medida del tipo de explante y del 
sistema de cultivo que se emplee, los que a su vez dependerán del objetivo 
perseguido. 76 
 
 
3.2.1. Áreas y Equipos de un laboratorio de tejidos.  Un laboratorio de 
cultivo de tejidos se puede dividir esquemáticamente en áreas separadas para 
las diferentes funciones que se desarrollan en él, sin embargo, algunas de las 
funciones pueden desarrollarse en un mismo ambiente. Las áreas o secciones 
principales son : 
 
 
                                                 
6 ROCA , William y MROGINSKI, Luis . Cultivo de Tejidos En la Agricultura. Fundamentos y 
Aplicaciones. CIAT (Centro internacional de Agricultura Troplical)  Bogota, Colombia 1991  Pág. 20  
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3.2.1.1.  Área De Preparación De Medios:  Se utiliza para preparar los medios 
de cultivo, pero debe proveer también un espacio para almacenar los 
materiales de vidrio y plástico, y los reactivos químicos. Este ambiente debe 
contar con mesas de trabajo para la preparación de los medios y para colocar 
las balanzas, el medidor de pH, los platos calientes de agitación, y otros 
elementos. También debe incluir vitrinas, estanterías y espacio para el equipo 
de refrigeración, y para la incubación o la cámara de crecimiento  
 
 
3.2.1.2.  Área De Lavado Y De Esterilización: Puede estar constituida por dos 
áreas conectadas entre sí, o por un solo ambiente, y puede estar localizada 
dentro del área general de preparación. 
 
 
Está debe incluir por lo menos un lavadero grande con agua caliente y agua 
fría y una fuente de agua de alto grado de pureza, preferiblemente agua 
doblemente destilada; se debe usar un destilador de  vidrio o de material no 
tóxico y un desionizador de agua colocado entre el destilador y el lavadero, 
Esta área debe disponer de un espacio para almacenar agua destilada en 
botellas de plástico; también debe proveer basureros adecuados para el 
material vegetal, inorgánico y de vidrio que se deseche, debe tener espacio 
para el autoclave vertical u horizontal, el cual puede ser pequeño (olla a 
presión) o grande (de carga frontal y de enfriamiento lento y rápido), también 
puede incluir espacio para estufas, secadores y un lavadero con agua caliente 
y fría 
3.2.1.3.  Área De Transferencia:En esta área del laboratorio se realiza  el 
trabajo de excisión, inoculación y transferencia de los explantes a los medios 
de cultivo. Dado que este trabajo demanda los más altos niveles de limpieza 
ambiental, se recomienda la instalación de gabinetes de flujo horizontal o 
vertical de aire filtrado bajo presión. Los gabinetes de flujo laminar pueden 
ubicarse, en lo posible en un lugar alejado de las puertas y con un mínimo de 
corriente de aire, con el fin de prolongar la vida útil de los filtros.  
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También deben de poseer cuchillas, mangos para cuchillas, agujas de 
disección, pinzas, tijeras, navajas de afeitar. También se necesitan frascos con 
alcohol, mecheros de alcohol, máscaras, guantes, marcadores a prueba de 
agua, bandejas, y tacho de basura. 
 
 
3.2.1.4.   Área De Incubación: Los cultivos se incuban en un cuarto apropiado 
o en un gabinete o cámaras de crecimiento; el área de incubación o 
crecimiento In-Vitro debe proporcionar un buen control de la temperatura (20-
28ºC), de la iluminación (variable, según las necesidades 1000 a 5000 lux) y de 
la humedad relativa (70-80%) 
 
 
En el cuarto de incubación se instalan estanterías metálicas o de madera para 
colocar los cultivos., esta área debe incluir, además, un espacio para cultivos 
en agitación y para cultivos estáticos en oscuridad, Es necesario propiciar una 
buena  distribución del aire en este cuarto para evitar zonas de recalentamiento 
por efecto de las luces. 
 
 
La regulación  de la temperatura se puede lograr por medio de aparatos de aire 
acondicionado de pared o de un sistema central.  
 
3.2.1.5.  Área De Observación Y Examen: El objetivo de esta área es realizar 
observaciones periódicas de los cultivos; tanto en medios semisólidos como en 
líquidos. 
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Las áreas arriba descritas se pueden considerar como el núcleo del laboratorio 
de cultivo de tejidos. Los laboratorios de investigación y desarrollo y los de 
producción comercial debe contar además con las siguientes instalaciones:    
 
 
3.2.1.6.   Área De Crecimiento: Las plantas que se regeneran en el área de 
incubación se puede acondicionar o aclimatar y luego transplantar en macetas, 
bandejas o camas apropiadas. Estas operaciones se puede llevar a cabo en 
invernaderos o en casas de malla  
 
 
3.2.1.7 Área De Cuarentena Y De Control Fitosanitario:  En el área de 
control sanitario se realizan las pruebas necesarias para comprobar la sanidad 
del material vegetal, especialmente de enfermedades causadas por virus, 
bacterias y hongos  
 
 
3.2.1.8.  Área De Oficina. : En ésta se debe ubicar el mobiliario de oficina 
como escritorios, archivos, y almacenamiento de datos, los libros de referencia 
y de control del laboratorio, los catálogos y otros documentos. También se 
coloca en ella el equipo de cálculo o computación. 87 
 
 
No importa cual sea su tamaño, la instalación debe contar con tres 
componentes básicos: área de trabajo, área de trasferencia, área de cultivo. Es 
aconsejable separar estas instalaciones del área regular de vivero e 
invernaderos y mantener la entrada restringida a ellas para evitar introducir 
contaminantes a los cuartos de cultivo, los pisos, bancos y cubiertas de las 
                                                 
77 ROCA , William y MROGINSKI, Luis . Cultivo de Tejidos En la Agricultura. Fundamentos y 
Aplicaciones. CIAT (Centro internacional de Agricultura Troplical)  Bogota, Colombia 1991  Pág.3-6 
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mesas se deben conservar bien limpios. Los técnicos deben usar batas de 
laboratorio limpias, cubiertos para la boca, redecillas para el cabello  98 
 
 
La seguridad física del personal del laboratorio es  importante; por esta razón 
se debe tomar precauciones para ubicar estratégicamente en el laboratorio 
equipos de primeros auxilios, extintores de incendios y frazadas contra el 
fuego, así como duchas  para baños del cuerpo entero y de los ojos 9 
 
 
3.3.   ESTERILIZACIÓN  
 
 
La esterilización es el proceso mediante el cual cualquier material, sitio o 
superficie se libera completamente de cualquier microorganismo vivo o espora. 
En terminología médica se utiliza generalmente la palabra asepsia para 
designar la condición en la que están ausentes los microorganismos 
patógenos.  
 
 
La desinfección se limita generalmente al proceso de destrucción de los 
microorganismos mediante métodos químicos; la esterilización se refiere a 
menudo al método físico para la destrucción de los microorganismos 10 
 
 
 
3.3.1 Procedimientos de Esterilización (métodos físicos):  El calor es uno 
de los agentes que se utiliza con más frecuencia  en la esterilización. Se puede 
usar en forma de llama directa, de calor húmedo (vapor) o de calor seco (aire 
                                                 
8 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dale. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 594    
9 ROCA , William y MROGINSKI, Luis . Cultivo de Tejidos En la Agricultura. Fundamentos y 
Aplicaciones. CIAT (Centro internacional de Agricultura Troplical)  Bogota, Colombia 1991  Pág.3-6 
10ibid,  p 12  
                              36 
 
caliente); cuando se utiliza el calor húmedo, puede ser en forma de vapor 
abierto o vapor bajo presión) 
 
 
3.3.1.1. Calor seco:  Los recipientes de vidrio secos que se utilizan para 
operaciones estériles se pueden esterilizar por medio de aire caliente; para el 
efecto se coloca en una estufa de aire caliente a una temperatura de 170ºC 
preferiblemente durante 2 horas, que todos los materiales esterilizados 
mediante calor seco deberán estar limpios, e incluso libres de trazas de materia 
orgánica  
. 
 
3.3.1.2. Vapor bajo presión (autoclave): El vapor bajo presión es muy 
eficiente para destruir todas las formas de bacterias y hongos y sus esporas, y 
es el método más utilizado para esterilizar diferentes materiales incluyendo los 
medios de cultivo. (siempre y cuando no contengan componentes termolábiles)  
  
 
El autoclave es más utilizado, para esterilizar los materiales relacionados con el 
cultivo de tejidos se acostumbra usar presión de quince(15) lb. Durante veinte 
(20) minutos; a esta presión la temperatura del vapor es aproximadamente 121 
ºC, suficiente para matar virtualmente todas las formas de vida en cinco 
minutos, sin embargo se debe recalcar que el tiempo  de exposición requerido 
dependerá tanto del tipo de material que se va a esterilizar como de su 
cantidad.  
 
 
3.3.1.3  Calor húmedo a 100ºC: Con este 8método probablemente sea 
suficiente una sola exposición de  quince (15) minutos al calor vivo (100ºC) 
para matar todas las formas vegetativas microbianas. Sin embargo, así no se 
matan necesariamente todas las formas de esporas y puede ser práctico, por 
consiguiente, efectuar la esterilización intermitente, siempre y cuando se 
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disponga de cierto equipo. En este caso, la exposición puede ser de treinta (30) 
a sesenta (60) minutos y se repite diariamente durante tres días consecutivos, 
conservando el material a  la temperatura del cuarto o en una incubadora entre 
una exposición y otra. Teóricamente la primera exposición destruye todas las 
formas microbianas; durante las próximas veinticuatro (24) horas, 
generalmente germinan las esporas convirtiéndose en formas vegetativas que 
mueren en la segunda exposición; la tercera exposición es simplemente un 
medio de prevención para destruir las esporas vivas que hayan podido tener 
una germinación lenta  
 
 
3.3.1.4. Filtración: la esterilización de líquidos va acompañada rutinariamente 
de la filtración a través de filtros especiales a prueba de hongos y bacterias. Es 
claro que los filtros y otros aparatos se deben esterilizar antes de tratar de 
utilizarlos para remover los contaminantes de un líquido. 11 
 
 
3.3.1.5. Luz ultravioleta. Se puede obtener muchas lámparas que emiten 
concentraciones elevadas de luz u.v. en su región efectiva, 2600 a 2700 Aº;  
estas lámparas germicidas se usan profusamente para reducir la población 
microbiana. 
 
Una consideración practica e importante en el uso de estos métodos para 
destruir microorganismos es que la luz U.V. tiene muy poca capacidad para 
penetrar la materia, aun una pequeña capa de filtro de vidrio quita gran 
cantidad de luz. Así, sólo los microorganismos que se encuentran en la 
superficie de los objetos que se exponen directamente a la acción de la luz U.V 
son susceptibles de ser destruidos. 12 
 
 
                                                 
11  ROCA , William y MROGINSKI, Luis . Cultivo de Tejidos En la Agricultura. Fundamentos y 
Aplicaciones. CIAT (Centro internacional de Agricultura Troplical)  Bogota, Colombia 1991  Pág.13-14 
12 PELCZAR ,Michael J y REID , Roger Microbiología 1981 Pág. 381 
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3.3.2 Procedimientos De Desinfección (Métodos Químicos): La gran 
diferencia de compuestos químicos en concentración apropiadas son capaces 
de matar o inhibir los microorganismos. Debido a las grandes variaciones en el 
ambiente y a la magnitud y diversidad de organismos, no es posible prescribir 
un solo agente para eliminar o reducir la flora microbiana, por ello es importante 
conocer las sustancias químicas con que contamos para cada propósito, sus 
características y eficacia como agentes antimicrobianos. 
 
 
3.3.2.1. Alcoholes: El etanol (alcohol etílico) y el 2- propanol (alcohol 
isopropilico) tiene análogas propiedades desinfectantes, son activos contra las 
bacterias vegetativas, los hongos y los virus lipidicos, pero no contra los virus 
no lipidicos es variable. Para alcanzar la máxima eficacia deben utilizarse en 
concentraciones acuosas del 70 % aproximadamente las concentraciones mas 
altas o más bajas pueden no ser igualmente germicidas 13 
 
 
3.3.2.2.  Cloro y compuestos de cloro: El  cloro es un desinfectante universal, 
activo contra todos los microorganismos. En general se utiliza en forma de 
hipoclorito sódico(NaClO), que proporciona distintas concentraciones de cloro 
libre. Es un energético agente oxidante, corrosivo para los metales. Las 
soluciones de hipoclorito pierden progresivamente su actividad, por la que es 
necesario preparar diariamente nuevas diluciones. Como solución 
desinfectante generalmente para toda clase de trabajos de laboratorio se 
utilizará una concentración de un gr/lt (1000 ppm) de cloro libre 14 
3.3.2.3. Yodo y yodoforos:  La acción de estos desinfectantes es parecida a la 
del cloro. Las superficies limpias pueden tratarse eficazmente con soluciones 
que contengan 0.075 g/lt (75 ppm) de yodo libre, pero en presencia de una 
cantidad apreciable de proteínas se tropieza a veces con dificultades 15 
                                                 
13 Manual de Bioseguridad En El Laboratorio. Organización mundial de la Salud (OMS) 2ª edición 
Ginebra 1994 Pág. 64 
14 ibid, p 64 
15  Manual de Bioseguridad En El Laboratorio. Organización mundial de la Salud (OMS) 2ª edición 
Ginebra 1994 Pág. 67 
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3.3.2.4. Detergentes sintéticos: Los depresores de la tensión superficial, o 
agentes humectantes empleados principalmente para la limpieza de superficies 
se llaman detergentes. El jabón es un ejemplo; sin embargo, es un detergente 
muy pobre en aguas duras. Por ésta razón se ha desarrollado muchos agentes 
limpiadores modernos más eficaces que el jabón como los sulfactantes o 
detergentes sintéticos, pues no forman precipitados con las aguas alcalinas o 
ácidas, ni producen depósitos con los minerales de las aguas duras. 
 
Los jabones reducen la tensión superficial y por lo tanto incrementan el poder 
humectante del agua en la cual se disuelven. El agua jabonosa tiene la 
propiedad de emulsionar y dispersar aceites y polvo. Los microorganismos 
después son atrapados por el jabón y arrastrados por el agua corriente, se han 
agregado varias sustancias químicas a los jabones para incrementar su 
actividad germicida.16 
 
 
3.4. CONTROL PREVENTIVO DE LA CONTAMINACIÓN MICROBIANA. 
 
Uno de los requerimientos básicos para el éxito de la técnica de cultivo de 
tejidos es mantener los cultivos libres de  microorganismos contaminadores  
El cultivo In-Vitro debe ser aséptico, lo que implica la esterilización previa de los 
tejidos o su extracción aséptica, así como el establecimiento de condiciones 
que permiten mantener los cultivos al abrigo de las contaminaciones 
microbianas 17 
 
 
                                                                                                                                               
 
16 PELCZAR ,Michael J y REID , Roger Microbiología 1981 Pág. 397 
17 MARGARA JACQUES, Mateo Multiplicación Vegetativa y Cultivo In-Vitro: Los Meristemos y La 
Organogenesis Madrid 1988 pag 170  
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Los contaminantes que están presentes en todas partes de la planta se deben 
eliminar por desinfección. Todos los medios de cultivo deben esterilizarse y los 
cuartos en donde se van a preparar y a mantener los cultivos deben 
mantenerse tan libres de contaminantes como sea posible. Se toman 
precauciones para evitar que los cultivos se vuelvan a contaminar con 
microorganismos que están presentes en todas partes: en el material vegetal, 
en las superficies del equipo y los bancos, en las manos, en la ropa de los 
operarios y en las partículas de polvo llevadas por las corrientes de aire. 18 
 
 
Las siguientes son las fuentes de donde proceden los contaminadores; cada 
una requiere diversas medidas de prevención:  
 
 
3.4.1. principales fuentes de contaminación 
  
 
3.4.1.1.  Explantes.  El mejor método es utilizar solamente material 
relativamente sano, plántulas cultivadas en condiciones semiesteriles después 
de la desinfección de las semillas o plantas cultivadas en invernaderos sobre 
sustratos inertes o cultivos hidropónicos.  
 
 
Los tejidos pueden llevar contaminantes en su superficie o en su interior, o en 
ambas partes, lo que lleva el explante sobre su superficie se puede eliminar 
mediante la desinfección, pero los que se encuentran en su interior son difíciles 
de eliminar. En este último caso puede ser útil la inclusión de fungistatos o 
bacteriostáticos en el medio de cultivo; el sulfato de Gentamicina, la Penicilina y 
el sulfato de estreptomicina (10 a 50 mg/lt)  
 
                                                 
18  HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dale. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 593   
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Hay una basta gama de compuestos químicos que se pueden utilizar como 
desinfectantes para los explantes, pero en  La  actualidad es casi generalizado 
el empleo de etanol (70% v/v) y de Hipoclorito de sodio (NaClO) del uno al tres 
%: con frecuencia se usa  hipoclorito de calcio ([Ca(ClO)2]) al seis y doce (12) 
% y el Cloruro de Mercurio(HgCl 2) del 0.1 al 1.5 % aunque hay que recalcar 
que este compuesto es altamente toxico y que no es fácilmente removible del 
explante.  
 
En algunos casos resulta útil la aplicación de algún agente tensoactivo por 
ejemplo, Tween-20, del 0.01 % al 0.1%, pero resulta innecesario en los 
procedimientos de desinfección que incluya en un primer paso con etanol 70%  
 
 
3.4.1.2. Área De Trabajo: Los contaminantes más comunes son  las bacterias 
y las esporas de hongos que habitan en el ambiente. La utilización de cabinas 
o cuartos adaptados con un sistema de flujo laminar de aire, el cual penetra a 
través de filtros aprueba de microbios, permite mantener la asepsia durante el 
trabajo.  Si el área de trabajo carece de estas instalaciones, se hace necesario 
limpiar las paredes y las mesas con desinfectantes y trabajar en lo posible 
durante cortos períodos de tiempo.  
 
 
3.4.1.3 Instrumentos: Los instrumentos de trabajo se deben esterilizar antes 
de usarlos, lo más aconsejable es trabajar con varios juegos de las mismas 
herramientas y  mantener la asepsia de las que se han usado, colocando los 
instrumentos en alcohol etílico al 70% de dos a tres minutos y flameándolos 
luego cuidadosamente.  
 
 
La limpieza de los recipientes de vidrio y otros utensilios es de gran importancia 
en el trabajo de cultivo de tejidos vegetales. Nunca se debe utilizar jabón; 
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cuando sea posible, se debe adoptar detergentes que se laven y enjuaguen 
fácilmente  
 
  
3.4.1.4  Investigador:  El investigador es una fuente primaria de 
contaminantes. El uso de batas de laboratorio y de guantes limpios y la 
protección del cabello, la boca y la nariz reducen la contaminación. Es esencial 
que el investigador se limpie bien las manos y los brazos (lavándolos con 
jabón, agua y enjuagándolos con alcohol al 70%) antes de iniciar una sesión de 
trabajo19 
 
 
3.5. METODOS GENERALES DE  MICROPROPAGACION IN-Vitro. 
 
 
La propagación vegetativa in-Vitro, generalmente denominada 
micropropagación permite clonar en corto tiempo, en condiciones bien 
establecidas, un gran número de especies, potencialmente todas las plantas 
superiores: es un importante procedimiento para la selección y producción de 
plantas, y para la investigación en biología vegetal 20 
 
 
La micropropagación tiene usos significativos en la propagación vegetativa de 
especies y cultivos de gran importancia hortícola.  Estos procedimientos tienen 
una amplia gama de otras aplicaciones que implican manipulación y 
regeneración usando callo, células o protoplastos. Estas operaciones son 
herramientas importantes en fitomejoramiento, genética y en estudio de 
fisiología   21 
                                                 
19 ROCA , William y MROGINSKI, Luis . Cultivo de Tejidos En la Agricultura. Fundamentos y 
Aplicaciones. CIAT (Centro internacional de Agricultura Troplical)  Bogota, Colombia 1991 Pág.9-27   
20 SERRANO GARCIA , Manuel y PIÑOL SERRA ; Maria Teresa. Biotecnología Vegetal. Madrid 
Editorial Síntesis 1991 Pág. 55 
21 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dale. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 593   
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3.5.1  Ventajas Y Desventajas  De La Micropropación In-Vitro. 
 
 Ventajas. 
 
1. Pequeña necesidad de espacio: la multiplicación de vástagos puede 
conseguirse en un espacio reducido porque se multiplican vástagos 
pequeños 
 
2. Esterilidad: la propagación se lleva a cabo en condiciones estériles. No 
deberían producirse perdidas por plagas o enfermedades y las plántulas 
producidas finalmente deberían estar libres de bacterias, hongos y 
nematodos 
 
3. Certificación de ausencia de virus: si se utilizó material libre de virus 
para iniciar los cultivos, pueden producirse grandes cantidades de 
plantas libres de virus. 
    
4. Condiciones controladas. Las condiciones para la multiplicación in-
Vitro pueden controlarse estrictamente: luz, composición del medio, 
niveles reguladores del crecimiento, temperatura, etc. Pueden 
conseguirse reproduciblemente altas tasas de propagación. 
5. Producción continua. La producción puede mantenerse continuamente 
sin variaciones estaciónales. 
 
6. Trabajo. No se necesitan atenciones entre los subcultivos ( como riego, 
eliminación de malas hierbas, fumigación) 
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7. Espacio de invernadero: el espacio de invernadero requerido es 
menor. 
 
8. Espectro de especies. Algunas plantas propagadas in-Vitro son difíciles 
o imposibles de propagar in-Vitro. 
 
9. Mecanización. Se pueden automatizar los procesos  de propagación de 
algunas especies para reducir el trabajo necesario. 
 
 
 Desventajas. 
 
1. Instalaciones muy especializadas. Se necesitan instalaciones 
altamente especializadas (como habitaciones de cultivo, cabinas de flujo 
laminar, Etc.) 
 
2. Trabajadores especializados; los trabajadores deberán ser capaces de 
trabajar en condiciones estériles y de decidir dónde dividir los distintos 
cultivos. 
 
3. Contaminación. Si se produce  contaminación bacteriana o fúngica en 
las fases tempranas de la multiplicación pueden perderse muchos 
propágulos potenciales. 
 
4. Condiciones de micropropagación: puede ser necesario desarrollar 
métodos específicos para cada especie con el fin de conseguir una 
micropropagación eficaz, incluyendo las condiciones de enrizamiento y 
de establecimiento de las plántulas. 
 
5. Tamaño de la plántula. Las plántulas producidas inicialmente son 
pequeñas  
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6. Estabilidad genética. Las técnicas de propagación no deben introducir 
inestabilidad genética22 
 
 
3.5.2. Preparación para el establecimiento del cultivo 
 
 
3.5.2.1. Manejo De Las Plantas Madres: En el manejo de las plantas madres 
hay que tener presente dos consideraciones principales: Una reducir el 
potencial de contaminación por hongos, bacterias, virus y otros organismos 
patógenos. Otra, es el control de la condición fisiológica del explante. En 
general, las plantas madre deben estar sanas y en crecimiento activo   
 
 
3.5.2.2. Elección Del Explante. El tipo de explante y su ubicación, en la planta 
madre, varían mucho con el objetivo del cultivo así como las especies, el 
tamaño de un explante puede variar desde 1 a 5 mm de la punta 
meristematica, también se puede usar una sección nodal que tenga una yema 
lateral.  
 
 
En plantas leñosas, se puede utilizar una yema de punta de tallo, también se 
puede utilizar para obtener explantes, trozos de hojas que tengan nervaduras, 
escamas de bulbos, escapos florares y cotiledones  
 
3.5.2.3.  Desinfección del explante: Los desinfectantes primarios son 
alcoholes (etílico, metilico o isopropilico) y los hipocloritos de calcio o de sodio, 
la efectividad de estos materiales es esencialmente una respuesta de tiempo-
dosis, en la cual  la  efectividad para desinfectar aumenta con ambos factores, 
                                                 
22 LINDSEY ,k y JONES ,M.G.K . Biotecnología Vegetal Agrícola , España, Editorial Acribia S.A. 1992  
Pág. 67  
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pero la capacidad para dañar tejidos también aumenta. En consecuencia, se 
debe buscar un equilibrio según el tipo de explante que se trate.23  
 
 
El procedimiento para la desinfección superficial de los explantes debe permitir 
eliminar los microorganismos con el menor daño posible para los explante. no 
es factible recomendar un procedimiento general para este propósito y se 
deben considerar de manera especial las especies vegetales y el tipo de 
explante 
 
 
Hay una vasta gama  de compuestos químicos que se pueden utilizar como 
desinfectantes para los explantes como el etanol, NaClO, Ca(ClO)2, HgCl2, y 
los agentes tensoactivos como el tween20, los antibióticos aplicados al medio 
de cultivo pueden ser de utilidad para la desinfección de los explantes. Sin 
embargo, en general, su empleo solamente se justifica en casos de excepción 
y en cultivos de corta duración, ya que la especificidad de los antibióticos 
implica que no previene la proliferación de todos los microorganismos.  
 
 
Después de tratar el explante con las soluciones desinfectantes es necesario 
remover de él los restos del producto, mediante varios lavados con agua 
destilada y operando en la cámara de transferencia. Es  aconsejable lavar los 
explantes con un volumen por lo menos  diez (10) a veinte(20) veces mayor de 
agua estéril, haciendo un mínimo de tres enjuagues sucesivos. 
CUADRO . 2 Desinfectante Comunes Empleados Para Tratar Explantes Antes 
De Colocarlos En Cultivo Aséptico. 24 
                                                 
23 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dale. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 601,602   
 
 
24 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dale. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 602   
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AGENTE CONCENTRACION TIEMPO DE 
TRATAMIENTO 
(min.) 
REMOCIÓN 
DE LOS 
EXPLANTES. 
OBSERVACIÓN 
Hipoclorito 
de calcio 
9 a 10 % 5 a 30 Fácil Muy efectivo 
Hipoclorito 
de sodio 
2% 5 a 30  Fácil Muy efectivo 
Agua de 
bromo 
1 a 2 % 2 a 10 Fácil Muy efectivo, 
pero puede ser 
tóxico para los 
tejidos 
vegetales 
Peroxido de 
hidrógeno 
10 a 12 % 5 a 15 Muy fácil Moderadamente 
efectivo 
Cloruro de 
mercurio 
0.1 a 1.0 % 2 a 10 Difícil Efectivo, pero 
puede ser toxico 
para los tejidos 
vegetales. 
 
 
Los explantes provenientes de vegetales que crecen en invernaderos o en 
cuartos climatizados son relativamente más fáciles de desinfectar que los 
provenientes  de las plantas que crecen en el campo; también es más fácil la 
desinfección de explantes de órganos jóvenes que la de explantes 
provenientes de materiales adultos. Las aplicaciones de fungicidas o 
bactericidas, aplicadas previamente  a las plantas, pueden ser de utilidad 25 
 
3.5.2.4. Preparación del explante: Por asepsia en el establecimiento y ulterior 
manipulación de los cultivos es preciso adoptar algunas precauciones durante 
las tareas que se llevan a cabo en la cámara de transferencia, así. 
 
                                                 
25 ROCA ,William y MROGINSKY, Luis. Cultivo De  Tejidos En La agricultura. Fundamentos y 
Aplicaciones. CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) Bogota Colombia 1991 Pág.27-29  
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1. Antes de colocar a trabajar, desinfectar la mesa y las paredes de la 
cámara con etanol 70%. Igualmente es conveniente desinfectar la parte 
externa de los recipientes que contienen los medios de cultivo o le agua 
estéril, antes de introducirlos en la cámara. 
 
2. Es necesario que las manos y, eventualmente, los antebrazos del 
cultivador sean desinfectados con etanol 70%. El uso de máscaras y 
gorros no es imprescindible, pero reduce la contaminación si se opera 
en flujos laminares de aire estéril. 
 
3. Los instrumentos metálicos empleados se deben flamear previamente 
con etanol 95%. El material de vidrio utilizado como soporte para las 
disecciones (generalmente cajas de petri) debe estar esterilizado  al 
igual que las pipetas que comúnmente se usan en trabajos con 
suspensiones celulares  y protoplastos. 
 
4. Realizar las operaciones de transferencia y disección lo más cerca 
posible a la llama de un mechero. Evitar exposiciones prolongadas de 
los explantes o de los medios de cultivo en recipientes abiertos 
 
Se debe tener en cuenta la  incidencia de otros factores que a menudo pueden 
alterar las respuestas de los explantes cultivados; entre estos factores está la 
época del año en que se realizan los cultivos, especialmente cuando los 
explantes se obtienen de plantas de invernadero o campo. Otro factor sería los 
pretratamientos a los explantes y las condiciones de crecimiento de las plantas 
donantes de los mismos26 
método exacto de la preparación del explante varía según al clase de planta: 
en general, se deben seguir todos los procedimientos descritos antes. Si se va 
a usar puntas de tallo, sáquense de  los trozos de tallo desinfectados de la 
                                                 
26 ROCA ,William y MROGINSKY, Luis. Cultivo De  Tejidos En La agricultura. Fundamentos y 
Aplicaciones. CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) Bogota Colombia 1991 Pág.27-29  
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solución de enjuague y córtense las hojas que lo cubren con agujas  afiladas o 
escalpelos para exponer la punta inmadura. La separación, de solamente el 
domo meristemático y de unas cuantas hojas, requiere el empleo de 
microherramientas muy delicadas y el uso de microscopio de disección. Si 
como el explante se usa una porción más grande del meristemo o toda la punta 
del tallo, la operación es menos delicada y exigente. En cualquiera de los 
casos, el trabajo debe hacerse con rapidez y el trozo se debe insertar en el 
agar con mucha prontitud para reducir al mínimo la desecación de los tejidos 
tiernos 27 
 
 
3.5.3. Etapas De La Micropropagación.  En los sistemas de 
micropropagación se reconocen cuatro estados secuenciales (I) 
Establecimiento, (II) Multiplicación, (III) Pretransplante y  (IV) transplante. En 
algunas especies resulta esencial apegarse estrictamente  a esta secuencia, 
mientras que en otras la secuencia puede variarse para adoptarla a los 
requerimientos de las especies y a las necesidades del propagador.     
 
 
3.5.3.1. –Pretratamiento: Las operaciones de micropropagación pueden incluir 
un paso de cultivo de pretratamiento, es la cual los explantes se colocan 
inicialmente en una caja de petri en la superficie de un medio de agar con sales 
básicas y azúcar, pero sin hormonas.  
 
 
Si los explantes contienen sustancias fénolicas o de otro tipo, que inhiben el 
desarrollo, para evitar tales efectos se puede añadir al  medio de cultivo carbón 
activado, ácido ascórbico, ácido cítrico u otra sustancia. También puede ser útil 
                                                 
27 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dale. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 571   
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el empleo de antioxidantes (ácido ascórbico y ácido cítrico) en el lavado 
preliminar.28 
 
 
3.5.3.2. Etapa I Establecimiento. La función de esta etapa es establecer un 
explante estéril en un medio de cultivo. Los factores que afectan el éxito de 
esta etapa incluyen la selección del explante, la eliminación de contaminantes 
del mismo y  las condiciones de cultivo, comprendieron ingredientes, luz, 
temperatura y selección de sostén del explante. Tal vez la selección del 
explante es el más critico ya que debe ser fisiológicamente competente para 
sobrevivir el cultivo inicial y provocar la respuesta apropiada. En esta etapa se 
establece a inducir  el desarrollo de brotes múltiples para la multiplicación 
posterior, 
 
  
El control del desarrollo se logra manipulando las concentraciones de auxina 
moderada de citoquinina (0.5 a 1 mg/l) La concentración de auxina debe 
mantenerse muy baja (0.01 a 1 mg /lt) u omitirse por completo. Para obtener el 
desarrollo de brotes adventicios en explantes (tallos separados, hojas, 
escamas de bulbos, cotiledones, escapos florares y similares) se necesita una 
concentración de citoquinina más elevada. Para la formación de callo, se 
necesitan mayores concentraciones de auxina. 
 
Usualmente se necesita de 4 a 6 semanas para completar la etapa 1 y producir 
explantes listos para la etapa II.29 
 
                                                 
28 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dale. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 571   
 
 
 
29 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dalee. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 57-606   
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3.5.3.3. Etapa II: Multiplicación:  En la etapa de multiplicación, cada explante 
se ha desarrollado a formar un macollo de brotes que salen de una masa basal 
común, ahora esta estructura se divide en propágulos separados, que se 
transplantan a un medio de cultivo fresco.  
 
 
La función de a etapa de multiplicación es incrementar el número de 
propágulos para su enraizamiento posterior hasta el estado de plantitas. Los 
explantes expandidos de la etapa I se cortan y los propágulos se vuelven a 
cultivar en un nuevo medio: la multiplicación de brotes vegetativos depende ya 
sea de la producción continuada de brotes axilares o de la iniciación de brotes 
adventicios en la masa  de tejido de tipo callo que está en la base de los tallos.  
 
 
El tipo de medio que se use depende de la especie, a cultivar y el tipo. A 
menudo se aumenta la concentración de citosina. 
 
 
Las etapas de multiplicación pueden repetirse varias veces para aumentar el 
material hasta cierto numero, para su enraizamiento y transplante posterior, el 
éxito de la multiplicación estriba en que se produzcan plantitas uniformes para 
enraizar, del tamaño apropiado, que se recuperen con prontitud después de su 
transferencia y que empiece a crecer de inmediato. 30 
 
3.5.3.4. Etapa III: Pretransplante. El propósito de la tercera etapa es preparar 
a las plantas para  su plantación y establecimiento fuera del medio artificial, 
cerrado, del recipiente de cultivo. En la etapa de multiplicación la planta es 
acondicionada en un medio rico en citoquinina, para favorecer la proliferación 
de los brotes más bien que su alargamiento. La iniciación de la raíz se inhibe 
                                                 
30ibid p. 573-606   
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En consecuencia, un cambio principal en  la etapa de pretrasplante es el 
cambio a condiciones que favorecen la iniciación de las raíces y el 
alargamiento del tallo. Por ejemplo, la concentración de citoquinina se reduce 
por completo y se aumenta la provisión de auxina. En este medio de cultivo 
modificado el propágulo puede pasar de dos a cuatro semanas para permitir 
que se desarrollen las raíces, o le periodo de tratamiento con auxina puede 
reducirse a un lapso más corto, de unos cuantos días a una semana, después 
del cual el propagulo se transfiere a un medio libres  de auxina para que las 
raíces crezcan, o bien los brotes pueden ser separados como pequeñas 
estacas, tratadas con auxina y colocadas en cámaras con humedad elevada 
para su enraizamiento.  
 
 
La selección de propágulos uniformes y la eliminación de las plantas, 
evidentemente anormales o enfermas debe hacerse al inicio de la etapa III. En 
ocasiones las plantas que se cultivan se deterioran con el tiempo, pierden 
hojas, no crecen, desarrollan quemaduras de las puntas, entran en letargo o 
pierden potencialidad de regeneración. 31 
 
 
3.5.3.5. Etapa IV: Transplante:  la etapa de transplante abarca la transferencia 
de la planta del medio aséptico de cultivo al ambiente de vida natural en el 
invernadero y luego en su sitio final.  Las plantas enraizadas o sin enraizar, se 
sacan del recipiente de cultivo, se lava por completo el agar, que lleva adherido 
y se transplanta a una mezcla de suelo estándar, pasteurizada en macetas 
pequeñas. Inicialmente se debe proteger a las plantas de la desecación 
colocándolas a la sombra, con alta humedad, Pueden necesitarse varios días 
para que se formen nuevas raíces funcionales. 
 
 
                                                 
31 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dalee. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 575-607   
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durante el periodo inicial que sigue al transplante son esenciales varias 
condiciones ambientales, una de ellas es el mantenimiento de humedad 
relativa (del 50 al 100%)durante  dos a tres semanas para proteger la planta de 
la desecación y permitir que inicien nuevas raíces y brotes, el segundo 
requerimiento es un medio de enraicé suelo, aerado, bien drenado, que permita 
que las raíces se desarrollen con rapidez. Otro es la protección contra diversos 
organismos patógenos hasta que haya adquirido resistencia, otro más es el 
control del crecimiento durante el transplante para superar o evitar el letargo y  
la falta de crecimiento resultante32 
 
 
3.6. MEDIOS DE CULTIVO. 
 
Los ingredientes del  medio de cultivo varían según el tipo de planta de la etapa 
de propagación en que esté trabajando. Se deja cierto margen o flexibilidad en 
las proporciones de los ingredientes, pero, en general, se usan ciertas mezclas 
estándares. 33 
 
 
 
 
 
 
3.6.1. Fuentes De Carbono.  El aporte de glúsidos no tiene por objeto 
exclusivo optimizar el crecimiento de los tejidos. Igualmente puede orientar la 
organogénesis ya que la falta de azúcares es, con frecuencia, un factor 
limitante.  
 
 
                                                 
32 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dalee. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 576-607   
 
33ibid  p. 597   
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La acción de los azucares se realiza aumentando la presión osmótica. En  casi 
la totalidad de las experiencias, el manitol, utilizado para reemplazar el azúcar 
ya que no es metabolizado, no presenta, acción morfogenetica, excepto, en 
ocasiones, a altas concentraciones. En consecuencia se concluye las azucares 
presentan una acción metabólica y energética34 
 
 
3.6.2.  Nutrimentos Minerales: 
 
 Cualitativamente los medio de cultivo aportan los mismos elementos (macro Y 
micronutrientes) que se consideran en esenciales para el crecimiento de las 
plantas enteras. 
 
Tradicionalmente los elementos esenciales se dividen en dos categorías: 1) los 
macronutrientes y, 2) los micronutrientes, elementos trazas o oligoelementos. 
Esta distinción no tiene implicación cualitativa ya que todos ellos son 
igualmente esenciales, sino que refleja, exclusivamente, las concentraciones 
relativas encontradas en los tejidos o que son requeridas en las soluciones 
nutritivas. 35 
 
 
 
 
3.6.2.1.   Macronutrientes  
 
 
 Nitrógeno. (N) 
 
                                                 
34 MARGARA JACQUES ,Mateo. Multiplicaciòn  Vegetativa y Cultivo In-Vitro : Los Meristemos y la 
Organogenesis Madrid 1988 pag 189 
35 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág. 85. 
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Después del agua, el nitrógeno es el nutriente más importante en el desarrollo 
de la planta dada su abundancia en las principales biomoléculas de la materia 
viva; si a esto añadimos que los suelos suelen ser más deficientes en nitrógeno 
que en cualquier otro elemento, no resulta extraño que sea, junto con el P y el 
K, el elemento clave en la nutrición mineral. 
 
 
En la planta el N se encuentra en tres grupos: más del 50% se halla en 
compuestos de elevado peso molecular (proteínas y ácidos nucleicos); el resto, 
en forma de N orgánico soluble (aminoácidos, amidas, aminas...) y N 
inorgánico (principalmente iones nitrato y amonio) Su contenido en el total del 
peso seco de la planta oscila entre el 1.5 y el 5 %. 
 
 
Los síntomas de deficiencia de N son la clorosis de las hojas adultas que, con 
frecuencia, caen de la planta antes de ser necróticas. 36 
 
 
 Fósforo. (P) 
 
El fósforo esta disponible en una planta como ion fosfato (PO4) y se absorbe 
preferentemente como H2PO4-. En contraste con el nitrógeno, el fósforo no se 
encuentra en forma reducida en las plantas, sino que permanece como fosfato 
ya sea en forma libre o como un compuesto orgánico. Este compuesto esta 
involucrado en la Captura de energía en la fotosíntesis, la respiración y en todo 
metabolismo energético. 
 
 
El fósforo es absorbido por las plantas en forma de fosfatos el cual se 
redistribuye fácilmente en la mayoría de las plantas de un órgano a otro, 
                                                 
36 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág. 87. 
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acumulándose en las hojas jóvenes y en las flores y semillas en desarrollo; en 
consecuencia, los síntomas de deficiencia se presentan primero en las hojas 
adultas. Las plantas presentan enanismo y un color verde intenso, tomando un 
color parduzco a medida que mueren37 
 
 
 Potasio. (K) 
 
 
Es muy similar  en su comportamiento al del fósforo y al nitrógeno, se 
redistribuye con suma facilidad en los órganos maduros a los juveniles dada su 
solubilidad y baja afinidad por los ligandos orgánicos, de los que fácilmente se 
intercambia. 
 
 
El K es activador de más de 50 sistemas enzimáticos, entre los que destacan 
oxidorreductasas, deshidrogenasas, transferasas, sintetasas y quinasas. 
 
 
La deficiencia de K en los cultivos se traduce en una mayor susceptibilidad al 
ataque de patógenos en la raíz y a una debilidad de los tallos que hacen a las 
plantas especialmente sensibles a la acción del viento, las lluvias, etc. 
principalmente en el caso de las  monocotiledóneas, los primeros síntomas de 
clorosis aparecen también en hojas adultas que posteriormente se hacen 
necróticas; Se retrasa el crecimiento y se producen pérdida de turgencia y 
marchitamiento. 38 
 
 
                                                 
37 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág. 87 
 
38 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág. 88. 
 
                              57 
 
 Azufre. (S) 
 
 
El azufre se absorbe en forma de anión sulfato (SO42-) y, así, se transporta al 
xilema. También puede ser absorbido por los estomas de las hojas bajo la 
forma de dióxido de azufre (SO2), contaminante atmosférico resultante de la 
combustión del carbón, la madera y el petróleo.  Cumple papel en la síntesis de 
lípidos, gobierna la estructura de las proteínas a través de la formación de 
puentes S-S, habilidad para actuar como ligazón, uniendo iones de Fe, Zn y Cu 
a metaloproteínas y enzimas. 
 
 
La deficiencia es poco común ya que la presencia de sulfatos en el suelo 
resulta suficiente. En le caso de producirse, en la planta aparece una clorosis 
en las hojas muy generalizada, los síntomas suelen observarse primero en las 
hojas más jóvenes. Las plantas presentan un menor crecimiento, se hacen 
rígidas y quebradizas y, a nivel celular, son los cloroplastos los orgánulos más 
afectados39 
 
 
 
 
 
 
 
 Calcio (Ca)  
 
 
El calcio se absorbe como ion divalente, Ca 2+; su concentración intracelular es 
muy baja, del orden de 1 mM, aunque se absorbe en grandes cantidades, el 
calcio se requiere para la integridad y funcionalidad de las membranas, esta 
                                                 
39 Ibid Pág. 89. 
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implicado en la fosforilación de algunas proteínas, de manera que el Ca puede 
desempeñar un importante papel en la actividad y regulación de algunas 
enzimas. 40 
 
 
3.6.2.2. micronutrientes. Entre los elementos esenciales también 
encontramos los microelementos pero presentes en mínimas cantidades. 
Resultan tan esenciales como los macroelementos y, en consecuencia deben 
cumplir los mismos requisitos que satisfacen los macroelementos. 
 
 
 Hierro. (Fe) 
 
 
Este es el microelemento que se requiere en mayor cantidad; de hecho en 
algunas plantas se puede llegar a considerar macronutriente. 
 
 
Las plantas deficientes en hierro se caracterizan por una clorosis en las venas, 
confiriendo un color amarillo a la totalidad de la hoja, en casos extremos la hoja 
puede llegar a ponerse blanca. 
 
 
El hierro forma parte importante en los grupos catalíticos, como son los 
citocromos, catalasas, peroxidasa, etc., este se encuentra unido a grupos 
tiólicos de la cisteína en otras proteínas, hierro-azufre, las sulfoproteínas, estas 
proteínas son clave en la fotosíntesis. 41 
 
                                                 
40 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág. 89. 
 
41 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág. 90. 
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 Manganeso. (Mg) 
 
 
El síntoma más significativo de la deficiencia en manganeso es la clorosis 
intervenal asociada con el desarrollo de pequeñas manchas necróticas. 
 
 
El Mn es activador de muchas enzimas, como las enzimas respiratorias en el 
ciclo de Krebs (descarboxilasas y deshidrogenasas), asimismo está implicado 
en la actividad del la arginasa, enzima clave del ciclo de la urea42 
 
 
 Cobre. (Cu) 
 
 
Rara vez se presenta deficiencia de Cu en las plantas debido, principalmente, a 
la escasa necesidad del mismo y a que está disponible en la mayoría de los 
suelos, la esencialidad del Cu se explica por su presencia en diversas 
proteínas y enzimas implicadas en procesos de oxido/reducción.43 
 
 
 
 Cinc. (Zn) 
 
 
La deficiencia de cinc produce clorosis intervenales, lo que se ha relacionado 
con un papel estabilizador en la molécula de clorofila. Las alteraciones más 
típicas son la disminución en el crecimiento de las hojas y el acortamiento en la 
                                                 
42 Ibid  Pág.91. 
 
43 ibid Pág. 92 
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longitud de los entrenudos, especialmente en las plantas leñosas. Esta 
reducción del tallo se ha relacionado con la producción de ácido indolacético 
(AIA), una de las auxina más habituales.  Por otra parte el Zn es necesario para 
la actividad de, al menos, ochenta sistemas enzimáticos. Por último, cabe 
destacar su participación en la estabilidad del ribosoma y su presencia en la 
RNA polimerasa, lo que le convierte en un regulador de la expresión genética. 
44 
 
 
 Molibdeno (Mo) 
 
 
Su función en las plantas deriva principalmente de su participación en 
reacciones de tipo redox como constituyente de sistemas enzimáticos 
esenciales para las plantas superiores, algas y cianobacterias.45 
 
 
 
 
 
 
 
 Boro. 
 
 
Dado que el 95% del boro  se encuentra en las paredes celulares, se piensa en 
un papel básicamente estructural. Por otra parte el boro se ha visto relacionado 
con los principales procesos de la fisiología vegetal: división y crecimiento 
                                                 
44 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág 92 
 
45 ibid p  93 
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celular, germinación, regulación hormonal. Etc. Así, las plantas con deficiencia 
en boro presentan una amplia gama de síntomas dependiendo de la edad y el 
tipo de planta, uno de los primeros síntomas, por ejemplo, la inhibición en el 
crecimiento y desarrollo de las raíces, tanto primarias como secundaria. La 
división celular en los tallos y en las hojas jóvenes cesa, y esto se sigue de 
necrosis y muerte de los meristemos46) 
 
 
 Cloro. (Cl) 
 
 
El papel principal que presenta el ion Cl- es su implicación en la fotólisis del 
agua con emisión de oxígeno en el fotosistema, su presencia es imprescindible 
para la estabilidad del cloroplasto, probablemente como protector de la 
oxidación de los componentes lipoproteicos de las membranas tilacoides. 
 
Las deficiencias de cloro son raras en la naturaleza dada su disponibilidad y 
elevada solubilidad en los suelos, el desarrollo de las raíces se ve muy 
reducido en su longitud, aunque se engrosé en las zonas apicales. Las hojas 
presentan un desarrollo reducido, con manchones cloróticos y necróticos 
llegando a presentar, a menudo, un color bronceado generalizado47 
 
 
 Níquel. (Ni) 
 
 
En la planta, hay formación de urea, la cual se hidroliza en presencia de la 
ureasa, enzima  que contiene níquel. Si este metal no se encuentra presente, la 
                                                 
 
47 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág 95 
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concentración de urea aumenta y se comporta como un elemento tóxico que 
produce necrosis en las puntas de las hojas. 48 
 
 
3.6.3. Vitaminas.En la mayoría de los medios, la tiamina, de (0.1 a 0.5 mg/l) 
casi siempre es esencial, y el ácido ascórbico (0.5 mg/lt) y la piridoxina (0.5 
mg/l), que son requeridos para ciertos tejidos vegetales. En muchos casos 
resulta beneficiosos el inositol a razón de 100 mg/l y también se agrega en 
forma rutinaria49 
 
 
3.6.4.  Agente Gelificante  El agar es un producto en polvo que se obtiene de 
ciertas especies de algas rojas. Debe su valor en los sistemas de cultivo a dos 
propiedades(a) se derrite al calentarlo, pero a temperatura ambiente se enfría 
formando un gel semisólido, (b) es en esencial biológicamente, sin embargo, en 
su estado natural puede contener algunas impureza 
 
 
Dos factores que afectan el agar son las concentraciones y el pH. Por lo 
general, un pH de 5.0 a 6.0 es adecuado, pero para plantas acidófilas es mejor 
un pH de 4.5. Las concentraciones más bajas de agar que podrían soportar los 
explantes (entre 0.5 y 0.6%) son recomendables. Los cuales deberían ser 
buenos de contacto con las plantas que permitieran un adecuado 
aprovechamiento de los nutrientes. Las concentraciones menores permiten que 
se aprovechen más los nutrientes y que tengan un mejor contacto, pero si los 
                                                 
48 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág 92 
 
 
49 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dalee. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
Continental S.A. 1999 Pág. 599   
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explantes se hunden demasiado dentro del agar la aeración se torna 
inadecuada50 
 
 
3.6.5. Reguladores De Crecimiento. Las dos clases de hormonas más 
importantes son la auxina y las citoquininas, que controlan la formación de raíz, 
del tallo y el callo. En ocasiones se han usado las giberelinas para inducir el 
alargamiento de los tallos.51 
 
        
3.6.5.1 Auxinas.Las auxinas participan en muchos procesos del desarrollo 
vegetal: crecimiento, dominancia apical, enraizamiento, partenocarpia, 
tropismos, abscisión, etc. Por ello, se utilizan auxinas sintéticas como 
fitoreguladores, con numerosas aplicaciones agronómicas y biotecnológicas. 
Las auxinas favorecen el crecimiento porque modifican la extensibilidad celular 
el producir factores que ablandan la pared. Uno de estos factores podría ser la 
acidificación del espacio apoplástico. Las auxinas también ejercen su acción 
modificando la expresión genética. 52 
 
 
Es muy importante la elección de la auxina en función del objetivo del cultivo. El 
ácido B- indol propiónico (AIP), el ácido B- indol acético (AIA) y el ácido B- indol 
butírico(AIB) son auxinas relativamente débiles. Otros compuestos pueden 
comportarse como auxinas muy débiles (ácido feni acético) o fuertes: ácido 
naftilacético (ANA), ácido B-naftoxiacético (NOA), etc. El 2,4-D (ácido 2,4  
diclorofenoxiacético) es una auxina muy fuerte. 
 
                                                 
50 HARTMANN , Hudson  y KESTER , Dalee. Propagación de Plantas  7ª reimpresión México Editorial 
8Continental S.A. 1999 Pág. 599-600   
 
 
51 ibid  p. 599 
 
 
52 AZCON-BIETO , Joaquín y TALON Manuel, Fundamentos de Fisiología Vegetal España. Editorial 
McGrawHill /interamericana 2001 Pág 332 
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Las propiedades de los diferentes compuestos son bien diferentes, El AIA se 
utiliza, con frecuencia, en investigaciones de tipo fisiológico, ya que presenta la 
ventaja de ser una sustancia natural. Pero, precisamente por esta misma 
razón, es sensible a los sistemas enzimáticos de la degradación de la auxina, 
además sus soluciones no tienen estabilidad y se oxidan a la luz la 
concentración del AIA varía de 0.001  a 10 mg/lt con un punto optimo alrededor 
de 0.1 a 1 mg/lt  
 
 
El ANA es una auxina fuerte muy estable, utilizada especialmente para 
provocar la rizogénesis. 
 
 
El 2-4- D es una auxina muy fuerte  que se hace tóxica para concentraciones 
elevadas y provoca la reacción hiperhidrica de los tejidos. Con frecuencia 
resulta poco eficaz sobre la organogénesis pero es un potente activador del 
funcionamiento cambial. 
 
 
Efectos generales de las auxinas. 
 
- estimulan el crecimiento por alargamiento celular 
- estimulan en combinación con las citoquininas la división celular 
- influye en la diferenciación de los tejidos vasculares 
- Induce la formación de raíces con cortes de tallo y la formación de 
raíces adventicias y su diferenciación en cultivos de tejidos. 
- Regula respuesta a tropismos. 
- Dominancia apical 
- Retarda el proceso de envejecimiento de hojas.53 
                                                 
53 MARGARA JACQUES ,Mateo. Multiplicaciòn Vegetativa y Cultivo In-Vitro . Los Meristemos y la  
Organogenesis madrid 1988 pag 192,193 
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3.6.5.2. Citocininas y sustancias similares. 
 
 
 Las citoquininas son sustancias que promueven la división celular, y ejercen 
otras funciones reguladoras del desarrollo de las plantas de forma similar a la 
quinetina. 
 
 
El tratamiento con citoquininas exógenas, la cuantificación de los niveles 
hormonales endógenos y los estudios con plantas transgenicas demuestran 
que las citoquininas regulan muchos aspectos del desarrollo de las plantas, 
incluyendo división celular, proliferación de yemas axilares, neoformación de 
órganos, desarrollo de cloroplastos y senescencia. En la mayoría de estos 
procesos, las citoquininas actúan en concierto con otros estímulos hormonales 
y ambientales.   
 
 
Las citoquininas se encuentran es casi todos los tejidos y estimulan la división 
celular. La citocinina sintética BAP,  que se utiliza actualmente es un 
compuesto muy activo y se encuentra disponible fácilmente, estas se derivan 
de la purina. 
 
 
Kinetina: estimula él desarrolla de callo en gimnospermas y angiospermas 
producen efectos morfológicos en callo, especialmente en brote o yemas. 
BAP (Bencil aminopurina): más efectiva que la kinetína, es estable, no costosa, 
se usa para la inducción de callos, brotes y raíces. 
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Adenina: esencial para la diferenciación de tejidos y en grandes 
concentraciones para el mantenimiento del callo 
 
Otras: zeatina, thidiazuron. 
 
Efectos generales de las citocininas. 
 
- Activa la división celular. 
- Activa la morfogénesis en cultivo de tejidos (iniciación de raíces) 
- Activa crecimiento de yemas laterales. 
- Produce la expansión de las hojas. 
- Controla la apertura de estomas. 
- Activa la formación de cloroplastos y clorofila. 
- Demora la senescencia de  las hojas.54 
 
 
3.6.6. Otros compuestos. Existen una larga lista de compuestos que se han 
adicionado ocasionalmente como fuentes de nitrógeno reducido, factores de 
crecimiento, carbohidratos y otros. 
 
Además de glicina, en ocasiones se incorporan al medio otros aminoácidos 
como asparagina, cisteina y L-tirosina. En general, no son constituyentes 
esenciales de los medios e inclusive, en concentraciones relativamente altas, 
pueden tener efectos inhibitorios sobre los cultivos.  
 
En algunos medios se adicionan ácidos orgánicos como el cítrico, el málico, el 
succínico, y el pirúvico, como precursores de aminoácidos; también es 
frecuente la adición del L- glutamina y de caseína hidrolizada (0.1% a 1%)  
 
 
                                                 
54 MARGARA JACQUES ,Mateo. Multiplicaciòn Vegetativa y Cultivo In-Vitro . Los Meristemos y la  
Organogenesis madrid 1988 pag 359 
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El empleo sustancias antioxidantes (ácido ascórbico, L-cisteína, 
polivinilpirrolidona) puede ser de utilidad para el cultivo de explantes con alto 
contenido de polifenoles, cuya oxidación produce oscurecimiento y  eventual 
muerte de los explantes. En estos casos también es útil usar las soluciones 
antioxidantes durante la preparación del explante, como también encubar los 
cultivos en la oscuridad o a bajas intensidades de luz  El carbón activado (0.1% 
a 5%), incorporado al medio, ha mostrado ser de utilidad en el cultivo de 
diferentes explantes, posiblemente por absorber metabolitos tóxicos. 55 
 
 
3.7. PREPARACIÓN DE LOS MEDIOS DE CULTIVO. 
 
 
Es necesario preparar el medio utilizado agua bidestilada o agua 
desmineralizada-destilada (H2O, DD), se debe evitar el almacenamiento 
prolongado del medio para evitar la acumulación de contaminantes; todas las 
sustancias químicas usadas para su preparación deben ser de un alto grado de 
pureza.  
 
 
El procedimiento para preparar los medios de cultivos dependerá, en primera 
instancia, del tipo de medio, de su consistencia y de la presencia de 
componentes termolábiles. En general se pueden distinguir: 
 
a. Medios semisólidos sin sustancias termolábiles; su preparación consta 
de: 
1. Incorporación del medio basal (MB), de los reguladores de 
crecimiento o de otros compuestos. Ajuste del pH. 
 
                                                 
55 ROCA, William  y MROGINSKI, Luis A. Cultivo de Tejidos En la Fundamentos y Aplicaciones 
:CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) Bogota Colombia 1991 Pág.32,33 
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2. Adición y disolución del agar. Distribución en los recipientes de 
cultivo (tubos de ensayo, cajas de petri, etc.) 
 
3. Esterilización en el autoclave. 
 
b. Medios líquidos con o sin sustancias termolábiles. Para su preparación 
se sigue el mismo procedimiento a., pero sin adicionar agar y haciendo 
esterilización por filtración en el caso de medios que contengan 
sustancias termolábiles. 
 
c. Medios semisólidos con una o más sustancias termólabiles; para su 
preparación se sugiere las siguientes operaciones: 
1. Incorporación de los compuestos que pueden ser esterilizados en 
el autoclave. Ajuste del pH. 
 
2. Adición y disolución del agar. 
 
3. Esterilización en el autoclave. 
 
4. Incorporación de las sustancias termolábiles, previamente 
esterilizadas por filtración. Los componentes esterilizados se 
deben mantener a una temperatura entre 40 y 50ºC. 
 
5. Distribución (operando en la cámara de transferencia) del medio 
en los recipientes de cultivo (tubos de ensayo, cajas de petri, 
etc.) previamente esterilizados en el autoclave.56 
 
 
 
                                                 
56 ROCA, William  y MROGINSKI, Luis A. Cultivo de Tejidos En la Fundamentos y Aplicaciones 
:CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) Bogota Colombia 1991 Pág.33,34 
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3. DESARROLLO DE LA PASANTIA. 
 
 
4.1. EVALUACIÓN DE EXPERIENCIAS DE INVESTIGACIÓN QUE  SE HAN 
REALIZADO EN EPOCAS ANTERIORES EN EL CENTRO NACIONAL PARA 
EL ESTUDIO DEL BAMBU- GUADUA 
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El laboratorio de Biotecnología del Centro Nacional para el estudio del Bambú-
Guadua (CNBG) empezó a funcionar a partir de 1996, fecha en la cual se 
adecuo la infraestructura del laboratorio y se iniciaron  pruebas para determinar 
el medio de cultivo mas apropiado para el desarrollo in-Vitro de la Guadua 
angustifolia Kunth Desde esa fecha hasta ahora se han realizado las siguiente 
investigaciones: 
 
 
1. InVestigación Realizada En el Año 1996. 
 
Propagación In-Vitro De Guadua Angustifolia Kunth 
Fase Inicial Del Laboratorio De Biotecnología 
Realizado por: Gabriela solano P/ Edgar Giraldo Herrera. 
Pasante de la Universidad de la Paz de Barrancabermeja /Profesional 
Especializado 
 
 
2.Investigación Realizada En Septiembre De 1997 Y Febrero De 1998. 
 
Evaluación De Técnicas Para La Proliferación De Explantes De Guadua 
Angustifolia Kunth. 
Realizado por la pasante: Andrea Liliana Andrade y Edgar Giraldo H.  
 
3.. Investigación Realizada De Febrero De 1998 A Diciembre De 1998. 
 
Realizada por: Lorena Patricia Guerrero /Edgar Giraldo Herrera 
Tecnóloga Química En Productos Vegetales / Profesional Especializado 
 
 
4.Investigación Realizada En El 2000. 
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Propagación De Un Cultivo Genéticamente Estable De Guadua Angustifolia 
Kunth Por El Método In-Vitro 
Realizada por Sandra Milena García y Ana Lucía  López 
Pasantes de la Universidad del Quindío.. 
 
 
5.Investigación Realizada En 2001 
 
Evaluación Y Validación De Los Procesos Biotecnológicos Del Laboratorio De 
Biotecnología Del Centro Nacional Para El Estudio Del Bambú-Guadua. 
Realizada por: Clara María Mejía D. y Lina C. Morales Q. 
Pasantes de la Universidad del Quindío. 
 
 
 De esta experiencia se considero pertinente evaluar los siguientes parámetros: 
Asepsia del Laboratorio; Tipo de Material Vegetal, Desinfección del Material 
Vegetal, Medio de Cultivo 
 
 
4.1.1. Parámetros Evaluados 
   
4.1.1.1. Asepsia del laboratorio. Un laboratorio de tejidos vegetales, es en 
esencia, igual a cualquier laboratorio, sin embargo, las condiciones de 
esterilidad de este son de fundamental importancia porque todos los medios 
empleados contienen nutrientes, los cuales facilitan el crecimiento de muchas 
bacterias y hongos. El crecimiento abundante de ellos destruiría la siembra  de 
los tejidos vegetales; aun los contaminantes con crecimiento lento son 
indeseables, pues pueden producir toxinas que afectan el crecimiento de las 
células vegetales. Por  estas razones, se debe mantener un nivel de asepsia 
muy alta, en el cuadro 1 se observan los métodos de asepsia efectuados en el 
laboratorio de biotecnología durante las investigaciones realizadas en el CNBG 
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Cuadro 4  Métodos de asepsia en el laboratorio. 
 
Año 1996 1997 1998 2000 2001 
Desinfectantes 
utilizados. 
- lavado 
diario con 
jabón en 
polvo. 
- Alcohol al 
90% 
-aseo 
general 
cada dos 
días como 
mínimo. 
 Limpieza 
diaria con 
NaClO y 
alcohol al 
70%, 
diariamente 
-Desinfección 
diaria con 
tween y yodo. 
-análisis 
ambiental con 
pruebas 
microbiológicas 
-Hipoclorito de 
sodio 2% 
-alcohol al 70% 
-tego 20% 
 
-Desinfección 
diaria con 
hipoclorito de 
sodio, yodo, 
alcohol, tego, 
klinol y ausilab 
101 
-Análisis 
ambiental 
compruebas 
microbiológicas 
- Hipoclorito 
de sodio2-
3% 
-Tego 51 1 
al 2.5% 
-Alcohol 
70% 
-Klinol  
 
 
Evaluación. 
 
 Él la practica realizada en 1998 por la pasante Lorena Patricia 
Guerrero se implemento las  pruebas microbiológicas utilizando los 
agares PDA y OGYE, para identificar las zonas de mayor incidencia 
en la contaminación ambiental, lo cual es de gran utilidad ya que  
sirve para saber donde se debe profundizar en la asepsia. 
   
 La contaminación por hongos y bacterias es el mayor problema que 
se afrontó durante el proceso exploratorio del laboratorio, por lo tanto 
se debe establecer que  este laboratorio tiene que mantener muy 
limpio, con periocidad de aseo que no  supere los dos días y para lo 
cual se empleara de manera continua  desinfectantes como 
detergentes y alcohol, la cristalería y el  instrumental debe 
esterilizarse en el autoclave a 15 Lbs durante 20 minutos; 
previamente el material debe envolverse en papel kraff y 
posteriormente secarse en la estufa. 
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 En la investigación  realizada el 1997 por la pasante Andrea Liliana 
Andrade se establecieron los protocolos de desinfección  los cuales 
son: 
 
1. El laboratorio en general debe barrerse y sacudirse diariamente 
para evitar telarañas en vigas, mesones, y estanterías. 
 
2. Los pisos se trapean con Hipoclorito de sodio o ajas (detergente 
en polvo), luego se encera y brilla; se debe procurar el empleo de 
sustancias neutras, 
 
3. Los mesones se asean con Hipoclorito de Sodio y se rocían con 
alcohol al 70%, preferencialmente al inicio de la jornada y al 
finalizar la misma. 
 
4. Las ventanas se sacuden y limpian con alcohol al 70% 
 
5. En la sala de incubación los estantes de madera se desinfectan 
con hipoclorito de sodio al 2% y alcohol al 70% al igual que las 
puertas. 
 
6. Los equipos como: autoclaves, balanzas, estufas, agitador, 
centrífuga, microscopio, y estereoscopio, se limpian con alcohol al 
70%. 
 
7. En la sala de transferencia toda la cámara de flujo laminar se 
desinfecta con alcohol al 70%, así como los vidrios estanterías, 
puertas, paredes y pisos. 57  
 
 
                                                 
57 GIRALDO HERRERA, Edgar y OSPINA SABOGAL , Aureliano. Una Alternativa Sostenible: La 
guadual corporación Autónoma Regional del Quindío , Fudesco 1999  Pág.83 
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4.1.1.2.  Material Vegetal. El material vegetal debe ser joven, que no 
sobrepase los dos años de edad, vigoroso, con excelente apariencia externa y 
recolectado preferiblemente en las primeras horas de la mañana. 
 
Generalmente se efectúa recorrido de campo, para identificar las plántulas, 
ramas o guaduas que proporcionaran los clones objetivo de la recolección, El 
matertial vegetal mas utilizado son : las microestacas o microesquejes. Yemas 
axilares, yemas nodales. 
 
 
  Microestacas o Microesquejes: son partes  de la planta, provenientes 
de chusquines o de ramas bajeras (riendas laterales); si provienen de 
chusquines se extraen con una longitud de cinco a seis cm  y un 
diámetro de tres a cuatro m; estos esquejes deben contener una yema 
axilar sana, de buen tamaño y excelente condición fitosanitaria(ver figura 
1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Microesquejes 
. 
  Yemas Axilares: estas se localizan en las axilas de las hojas de las 
ramas superiores e inferiores, estas son extraídas de esquejes de 
chusquin o de riendas laterales de guadua, (ver figura 2) 
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Figura 2. Yema axilar. Aren W. 1999 
 
 
 Yemas Nodales: Ubicadas en la parte superior del nudo; se extraen de 
individuos de Guadua en estado viche, es decir en edad inferior a los 
dos años, La yema no debe mostrar diferenciación alguna(ver figura 3)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Yema nodal 
 
   Ramas Básales o Bajeras:  se encuentran en le tallo en los primeros 
ocho  a nueve metros; son productos de la activación de las yemas 
existentes en los nudos; su crecimiento es solitario y como se dijo 
anteriormente su disposición es alterna(ver figura 4) 
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Figura 4 Ramas básales o  bajeras (riendas laterales) Esperanza F. 1999 
 
 
 chusquin“Son brotes en forma de ramillas que salen de la planta madre 
cuando a sido cortada, estas pequeñas plántulas están unidas mediante 
raíces al rizoma madre por convergencia a una profundidad aproximada 
de 15 cm. , Y  diámetros que oscilan entre 0,1 y 1.5 mm. (figura 5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 Chusquín obtenido del banco de propagación, edad 3 meses  
En el cuadro 4 se observa el material vegetal de Guadua Angustifolia Kunth 
utilizado en las investigaciones realizadas en el  laboratorio del CNBG 
 
 
cuadro 4 explantes  de Guadua  
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Año 1996 1997 1998 2000 2001 
Material 
vegetal 
Yema  nodal 
Yema Axilar 
Yema Axilar 
MIcroesqueje 
Yema nodal 
Microesqueje 
Anteras 
Yema Axilar 
Yema Nodal 
MIcroesqueje 
Yema nodal 
Microesqueje. 
 
 
Evaluación. 
  El material vegetal que se va utilizar para las investigaciones  debe 
estar en buen estado,  joven, que no sobrepase los dos años de edad, 
vigoroso, con excelente apariencia externa. 
 
 Los microesquejes que provienen de  riendas laterales no deben mostrar 
ningún síntoma de diferenciación. 
 
 Las yemas nodales deben extraerse de  Guadua en estado viche, en 
edad inferior a los dos años, y no debe haber diferenciación alguna. 
 
 Al deshojar las  Yemas Axilares se debe  tener mucha precaución y 
tratarse con mucho cuidado ya que si queda muy desnudas, los 
reactivos que colaboran en el proceso de esterilización pueden provocar 
la muerte por su elevada toxicidad. 
 
 En 1998 la pasante Lina  Patricia Guerrero  realizo  la experimentación 
con la etapa de floración de la Guadua Angustifolia Kunth, para 
someterlos a procesos multiplicativos. , aislando la microespora e 
induciendo a la producción del callo a través de un medio de cultivo in-
Vitro, en un proceso de desarrollo esporofílico que culmina con la 
formación de embriones y/o plantas, para esto se implemento las 
técnicas y metodologías implementadas por el Centro Interamericano de 
Agricultura Tropical(CIAT), pero sin obtener ningún resultado . 
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4.1.1.3  Desinfección. Los contaminantes que están presentes en la superficie 
de las plantas se deben eliminar por desinfección, los desinfectantes primarios 
son alcoholes(etílico, metílico o isopropílico) y los hipocloritos de calcio o de 
sodio: la efectividad de estos materiales es esencialmente una respuesta de 
tiempo-dosis, en la cual la efectividad para desinfectar aumenta con ambos 
factores, pero la capacidad para dañar tejidos también aumenta. En 
consecuencia, se debe buscar un equilibrio según el tipo de explante que se 
trate. , en el cuadro 3 se observan las variaciones de los métodos de 
desinfección  que dieron mejores resultados en las investigaciones realizadas 
en el laboratorio del CNBG  
 
 
Cuadro 5 procedimientos de Desinfección para los explantes  
 
Año 1996 1997 1998 2000 2001 
Desinfectante -Alcohol70% 
-NaClO 
-Agua 
destilada 
-NaClO1 
-CaOCl1 
-Carbón 
Activado1 
-Ácido 
ascórbico1 
  
-Ausilad 
10% 
-Etanol 
70% 30 Min 
-NaClO 3% 
20 Min. 
-NaClO 1% 
10 min. 
-Tween 20 
1% 
- NaClO 
3% 20 Min. 
-NaClO 1% 
15 Min. 
-Ácido 
Ascórbico 
60ppm 
-Ausilab 1% ó 
Tween 20 
-sulfato de 
estreptomicina 
16 horas 
-Benomil 100 
ppm 
-NaClO 1% y 
1.5 %  
- Ácido 
Ascórbico. 
 
 
1. Desinfectantes utilizados en diferentes tiempos de inmersión y 
diferentes concentraciones, para los explantes utilizados  
 
 
Evaluación. 
 
 
 En la pasantia realizada por Andrea Liliana Andrade en 1997, se 
implemento el uso de ácido ascórbico  y carbón activado para la 
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desinfección y antioxidación de las Yemas Axilares y Microesquejes, los 
cuales fueron usados en diferentes tiempos de inmersión y  
concentraciones,  se concluyo que el  mejor tratamiento  para controlar 
la oxidación fue el ácido ascórbico con una concentración de 60 ppm 
durante 10 minutos. Dado los resultados de esta practica se puede 
recomendar el uso de estos antioxidantes para obtener unos buenos 
resultados  en el cultivo de los tejidos vegetales. 
 
 
  De las practicas realizadas se puede evaluar que los tratamientos más 
recomendables para la desinfección de yemas axilares y microesquejes 
es la inmersión en hipoclorito de sodio al 1 % durante diez minutos y 
hipoclorito de sodio  1.5 % durante cinco minutos respectivamente. 
 
 
 La pasante Lorena Patricia Guerrero en  1998 evaluó la aplicación de 
tensoactivos para la esterilización el material vegetal dando buenos 
resultados, por lo tanto se puede recomendar su uso. 
 
 
 La efectividad de  los resultados de la siembra, depende de la  
preparación del explante y de la efectividad de los desinfectantes 
utilizados. 
 
 
 
 
4.1.1.3.  Medios de cultivo. El medio de cultivo para células, tejidos, órganos 
cultivados in-Vitro en términos generales debe llevar, sales inorgánicas que 
suministren macro y micronutrientes, reguladores de crecimiento, vitaminas, 
carbohidratos como fuente de carbono, suplementos orgánicos y agua. 
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Se han formulado una gran cantidad de medios de cultivo; sin embargo antes 
de iniciar una investigación es necesario definir los objetivos para determinar 
cual medio se va a emplear, para hacer los ajustes y modificaciones 
necesarias. 
 
 
El éxito de esta tecnología  se debe principalmente a la elección del medio de 
cultivo por cuanto hay una interacción entre el explante utilizado y los 
requerimientos nutricionales del medio 
 
. 
El medio de cultivo utilizado  es el murshige and skoog modificado, este se 
realiza preparando las soluciones madres (ver cuadro 6) las cuales ya están 
estandarizadas y los suplementos tales como: sucrosa, agar, glicina, ácido 
nicotínico, piridoxina, tiamina, ácido naftalenacético (ANA) y bencilaminopurina 
(BAP) son los que se varían en sus dosificaciones (ver cuadro 7), esto 
dependiendo del estudio que sé este realizando. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuadro 6   composición de las soluciones madre medio de cultivo MS58 
 
Solución stock Sales minerales Concentración 
                                                 
58 ROCA, William  y MROGINSKI, Luis A. Cultivo de Tejidos En la Fundamentos y Aplicaciones 
:CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) Bogota Colombia 1991 Pág. 34-35 
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Mg/lt 
A NH4NO3 
KNO3 
MgSO4.H2O 
1650 
1900 
370 
B MnSO4.4H2O 
ZnSO4.H2O 
CuSO4.5H2O 
CaCl2.2H2O 
22.3 
8.5 
0.025 
440 
C KI 
CoCl2.6H2O 
K2HPO4 
0.83 
0.025 
170 
D H3BO3 
NaMoO4.2H2O 
6.2 
0.25 
E Na2EDTA 
FeSO4.7H2O 
37.3 
27.8 
F 
suplementos 
Glicina 
M-inositol 
Ac- nicotínico 
Piridoxina 
Tiamina 
Azúcar 
Agar 
 
2 
100 
0.5 
0.5 
0.5 
30 
2.5 
 
 
Cuadro 7. Dosificaciones de los suplementos 
 
.Año 
suplementos 
1996 1997 1998 2000 2001 
Sucrosa 30 g/l 30g/l 30g/l 4- 6 mg/l 30 g/l 
Agar 4.5 g/l 7.0 g/l 1.5 mg/l 2.5 g/l 4.5g/l 
Glicina 5.0 mg/l 1.5 mg/l 2.0mg/l 2.0 mg/l 2.0mg/l 
Ac-
Nicotínico 
0.5 mg/ l 0.5 mg/l 0.5 mg/l 0.5mg/l 0.5 mg/l 
Piridoxina 0.5 mg/l 0.5mg/l 0.5 mg/l 0.5 mg/l 0.5 mg/l 
Tiamina 0.5 mg/l 0.1mg/l 0.1 mg/l 0.5mg/l 0.5mg/l 
M-inositol 100 mg/l 100mg/l 100mg/l 100mg/l 100mg/l 
ANA 0.3 mg/l * 1mg/l 0.5 mg/l 0.5mg/l 
BAP * 6.0 mg /l 1 mg/l 0.5 mg/l 4 - 6mg/l 
Ác. Asc * * * 50 mg/l 50 mg/l 
Ác. Láctico * * * 0.5% 0.7% 
 Sustancias no empleadas como suplemento del medio 
 
En esta tabla se exponen los medios de cultivo que dieron mayor resultado 
para la siembra y la proliferación del material vegetal. 
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Evaluación: 
 
  El medio de cultivo más apropiado para generar diferenciación celular 
en explantes de Guadua Angustifolia Kunth, según pre-ensayos 
realizados en el laboratorio, es el medio básico Murashige and Skoog 
con un pH de 5.7 
 
 En la practica realizada por Andrea Liliana Andrade se utilizo el ácido 
ascórbico y el ácido láctico en la desinfección del explante y no en el 
medio de cultivo, como se ha utilizado , los cuales cumple la función de 
antioxidante. 
 
 La preparación de los medios debe realizarse bajo  buena asepsia, con 
agua bidestilada-desionizada y alta precisión en la preparación de las 
soluciones. 
 
 Las variaciones se realizaron en los suplementos  de las soluciones 
madre como la sucrosa, agar, glicina, ácido nicotínico, piridoxina, 
tiamina, ácido naftalenacético (ANA) y Bencil-aminopurina (BAP), esta 
variabilidad  depende de lo que se quiere lograr realizar en la siembra 
es decir  ya sea la producción  de callos, enraizamiento, embriogenesis, 
etc. 
 
 Los medios de cultivo realizados como testigo en la mayoría de las 
practicas realizadas no evidenciaron rasgos de contaminación lo cual 
nos puede indicar que el explante es una gran fuente de contaminación. 
 
 Es necesario tener en cuenta la realización de las valoraciones tanto 
cuantitativas como cualitativas para determinarr la efectividad de los 
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tratamientos realizados, es importante para conocer el alcance del 
trabajo. 
 
Cada uno de los parámetros evaluados  anteriormente tuvo sus logros de 
los cuales podemos destacar : 
 
1. 1996. (pasantia realizada por Gabriela Solano) 
 
 En primera instancia se acondicionó  la sala de incubación donde 
se adecuaron estructuras para el desarrollo y crecimiento de los 
cultivos. 
 
 Se instalo el Timmer con el objeto de automatizar el período 
lumínico en dieciséis (16)horas de luz y ocho de oscuridad.    
 
 Adquisición del 70% de los equipos necesarios para el proceso de 
Biotecnia, dentro de estos equipos se encuentran nevera, 
balanzas analíticas, estufa de secado, destilador, centrífuga, 
microscopio trilocular, estereoscopio, pHmetro, cámara de flujo 
laminar, etc. 
 
 Se determinó el área de observación, el área de preparación de 
medios, el área de transferencia, donde se ubicó la cámara de 
flujo laminar acondicionada con un extractor de aire. 
 
 
2. 1997. (pasantia realizado por Andrea Liliana Andrade) 
 
 En la practica realizada por Andrea Liliana Andrade se realizo 
ensayos con el hipoclorito de sodio y de calcio en diferente 
concentraciones  y se determino que el tratamiento de 
desinfección más efectivo para las Yemas Axilares de Guadua 
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angustifolia Kunt fue el NaClO al 1 % durante 10 minutos, y para 
los Microesquejes el tratamiento mas apropiado es con NaClO 1.5 
% durante 5 minutos. 
 
 Se realizaron ensayos para controlar la oxidación y contaminación 
de explantes de Guadua Angustifolia Kunth y se estableció que  el 
mejor tratamiento fue con ácido ascórbico con una concentración 
de 60 ppm durante 10 minutos. 
 
 Se implemento el uso de una planilla de registro con el fin de 
controlar las evaluaciones cualitativas y cuantitativas en las 
cuales es observan periódicamente los cultivos, permitiendo 
valorar la efectividad de los tratamientos, determinándose así la 
respuesta de los mismos, habiéndose encontrado contaminación 
bacteriana y fúngica, división celular primaria, inactividad de 
yemas y muerte del tejido a causa de la oxidación  
 
 
3. 1998. (pasantia realizada por Lorena Patricia Guerrero) 
 
 
 Se efectuó el montaje de una nueva fase experimental en la cual se 
evaluaron otras variables como la aplicación de tensoactivos 
(TWEEN) al medio de cultivo y la desinfección de explantes de 
guadua. 
 
 Se elaboró pruebas microbiológicas con el fin de determinar las 
zonas de mayor contaminación bacteriana 
 
 Inicio de una segunda fase de experimentación la cual consistió en 
aprovechar la etapa de floración de la especie y someter las anteras 
a procesos multiplicativos. 
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 Implementación de la cámara de termoterapia como metodología 
para controlar la contaminación endógena de las plántulas que se 
emplearán como productoras de explantes. Esta cámara se 
construyo en icopor  y forrada en papel aluminio. Las dimensiones 
de la cámara son: 1.0 mt de largo de ancho x 0.90 mt de alto x 1.5 
mts de largo, en la parte central del techo de la cámara, va 
localizado un bombillo de 100 W, el cual se mantuvo prendido 
durante 24 horas; al interior de la cámara se introdujeron dos 
bandejas llenas de agua con el propósito de tener por evaporación 
alta humedad relativa, dentro de la cámara se colocan las plantas 
sembradas  en bolsas de 1 Kg con un sustrato compuesto por una 
parte de tierra, una parte de arena y una parte de cascarilla 
descompuesta. 
 
 
4. 2000. (pasantia realizada por Sandra Milena García y Ana Lucia López) 
 
 
 Realización del manual de Biotecnología, donde se recopiló las 
técnicas del cultivo In-Vitro. 
 
 Diagnostico del  laboratorio de Biotecnología para identificar los 
problemas principales que allí se presentan. 
 
5. 2001. (pasantia realizada por Clara Maria Mejía D y Lina Clemencia 
Morales) 
 
 Instalación del aire acondicionado en las áreas correspondientes: área 
de incubación. área de lavado y preparación y en la oficina; lo que 
permitió que el ambiente mantenga una  temperatura constante  
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 Se implemento la guía de seguridad en el laboratorio de Biotecnología 
para el buen funcionamiento del mismo. 
 
 Durante el proceso de selección del material vegetal de guadua se 
efectuaron caracterizaciones biométricas como: Longitud, diámetro, 
número de yemas, número de espinas y longitud del domo y número de 
escamas (yemas) 
 
 Se utilizo el sulfato de estreptomicina 100 ppm para la desinfección del 
material vegetal.  
 
En estas pasantias se han  presentado  algunos  inconvenientes dentro de los 
cuales podemos destacar: 
 
 Administrativamente, hay demora en la entrega de insumos y reactivos 
básicos  
 
 .Insuficiente personal para dar continuidad a los procesos que se han 
venido desarrollando. 
 
 Falta de divulgación de las investigaciones realizadas en el laboratorio 
de biotecnología del Centro Nacional para el Estudio del Bambú –
Guadua. 
 
 La contaminación bacteriana en las siembras es muy alta. 
 
 
4.2.  EVALUACIÓN DEL ESTADO ACTUAL DEL LABORATORIO DE 
BIOTECNOLOGÍA DEL CENTRO NACIONAL DEL ESTUDIO DEL BAMBU-
GUADUA 
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El laboratorio de biotecnología del Centro nacional para el Estudio del Bambú- 
Guadua, esta ubicado en Córdoba, municipio del Quindío  tiene una humedad 
relativa del 75% y una temperatura entre 22 a 23ºC. 
 
 
El laboratorio de biotecnología del CNBG esta conformado principalmente de 
cuatro zonas, la primera es la oficina, sigue el área de preparación, el área de 
transferencia y el área de incubación. 
 
  
Al inicio de la pasantia en el año 2002 el laboratorio se encontró en mal estado, 
debido  a que la ultima pasantia se realizo en el año 2000, época a partir de la 
cual   no se encontraba en funcionamiento, se encontraron que algunos de los 
equipos  no estaban funcionando esto por la falta de uso y de aseo, se 
encontraron insectos, telarañas y algunas de las paredes con humedad 
pudiendo dar las siguientes evaluaciones, estas evaluaciones son dadas por 
observaciones y también guiadas por las normas técnicas del INVIMA.  
 
 
4.2.1.   Áreas del laboratorio. 
 
Área de oficina.  En esta área podemos encontrar alguno muebles  como 
escritorios, sillas, archivos en los cuales hay  algunas revistas, documentos 
acerca del tema de la  guadua y algunos catálogos de los equipos que se 
encuentran en el laboratorio, la iluminación y ventilación son adecuadas. 
Área de preparación: esta subdivida en las zonas de preparación, zona de 
esterilización, zona de pesaje  zona de destilación y zona de  lavado. 
 
 
El laboratorio cuenta con suficiente agua potable, tiene buen espacio y buena 
distribución, los pisos son fáciles de lavar ,las paredes están pintadas de color 
claro, los cielos rasos son de fácil limpieza, la iluminación y ventilación son 
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adecuadas, cuenta con depósitos para  reactivos, medios de cultivo y 
materiales de vidrio. 
 
 
En estas zonas se encuentran distribuidos los equipos en tres mesones, de 
acuerdo a las necesidades de la zona, los cuales son: destilador desionizador, 
nevera, centrífuga, microscopio, estereoscopio, dos balanzas analíticas, estufa 
de secado, pHmetro, dos autoclave, Timer.    
 
 
Algunos de los depósitos donde están ubicados los materiales se encuentran 
con   humedades en sus paredes, y hay proliferación de cucarachas y arañas, 
también se puede observa humedad en alguna de las paredes (Ver figura 6 y 
7) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6 Humedad localizada en el laboratorio. 
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Figura 7  colonia de hongos en la pared. 
 
 
Algunas de las instalaciones eléctricas no están colocadas perfectamente las 
cuales permiten la introducción de insectos y polvo  (Ver figura 8) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8 Toma corriente. 
 
 
Sala de incubación: Esta es una instalación esta independiente de  las otras 
áreas, la ventana y puerta se encuentran selladas para evitar la entrada de luz. 
Hay  siete (7) estanterías de madera, cada una con cinco entrepaños, con 
lámparas de luz fluorescente las cuales están controladas por un timer. (ver 
figura 9) 
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Figura 9  Estanterías de la zona de incubación 
 
 
Al revisar esta zona se puede ver una humedad grande en una de sus 
esquinas, (ver figura 10), algunas de las lámparas en las estanterías no 
encienden, estas estanterías están en buen estado  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Humedad en la sala  de incubación. 
 
 
Sala de siembra: se encuentra  bien en su estructura física, pero la  puerta de 
entrada es de madera y se encuentra en mal estado y no aísla completamente 
el área del resto del laboratorio lo cual es lo ideal. (ver figura 11) 
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Figura 11    Área de siembra. 
 
En esta área también encontramos un extractor de aire el cual debe de ser 
tapado o retirado por completo ya que por esta parte hay entrada de aire y por 
lo tanto entrada de polvo y una posible contaminación  (ver figura 12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura.12 Extracto de aire localizado en la zona de siembra.  
Invernadero: este se encuentra localizado cerca al área del laboratorio, el cual 
esta en un excelente estado, pisos en concreto posee camas apropiadas para 
la aclimatización de las plantas después de ser sacadas del laboratorio, posee 
riego el cual se puede controlar automáticamente(ver figura 13.) 
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Figura  13 invernadero del área de investigación CNBG. 
 
  
4.2. 2. Equipos de laboratorio. Al realizar la evaluación de los equipos  se 
observo algunos de ellos, se encontraban en mal estado debido  a la falta de 
uso de  mantenimiento, entre estos encontramos: 
 
 
 cámara de flujo laminar:  Está ubicada en la sala de incubación,  sus paredes 
están  oxidadas, lo cual impide usarla porque al realizar la siembra lo que se 
necesita es un alto grado de asepsia y se contaminarían los medios. Se 
recomienda hacerle  un mantenimiento   inmediato (ver figuras 14 y 15) 
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Figura 14  Cámara de flujo laminar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15   motor de la cámara de flujo laminar 
 
 
-Nevera. En general esta en buen estado, con buen funcionamiento. Pero  en 
su exterior se observa oxido en sus paredes. 
 
-Estufa de secado. Esta tiene un daño en la puerta, la cual no cierra con 
facilidad, la pantalla de registro  de temperatura, no muestra la lectura. 
 
 
-Balanzas analíticas. Estás no se pueden calibrar ya que algunas de sus 
piezas no se pueden mover. 
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-Microscopio trilocular.  Algunos de sus lentes están muy rayados, su 
lámpara no enciende. 
 
 
Estereoscopio:  los lentes están rayados y tienen algunas fisuras 
 
 
-Destilador.  Se encuentra sucio, por la cual demanda una buena limpieza, al 
igual que hacerle un ajuste en sus uniones las cuales hacen que se filtre el 
agua. 
 
 
-Agitador horizontal.  No responde al encender, al parecer tiene un daño en 
su parte eléctrica. 
 
 
El resto de los equipos se encuentra funcionando, pero les hace falta una 
buena limpieza y realizarles  mantenimiento como la centrífuga, el agitador 
magnético, las autoclaves.  
 
 
Materiales.:  El material de vidrio se encuentra en buen estado y hay buena 
cantidad de esté. 
 
El resto de materiales básicos para la preparación del material vegetal y de los 
medios de cultivos se encuentran en buen estado, tales como espátulas, asas, 
mangos de bisturí de diferentes números, cuchillas. 
 
 
4.3. Contaminación en el laboratorio del CNBG 
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El laboratorio del Centro Nacional para el Estudio del Bambú-Guadua llevaba 
aproximadamente dos (2) años sin ser utilizado, por tal motivo se encontró 
sucio, se observaron insectos en las paredes, en los cajones y telarañas, por 
esto se llego a hacerle un aseo en general y una fuerte desinfección con el fin 
de lograr  el grado de asepsia que se necesita para realizar el cultivo In-Vitro 
 
Se realizo análisis bacteriológico del aire para determinar el numero de 
microorganismos por unidad de volumen, utilizando el método de 
sedimentación, con agar OGYE y PDA.(Ver diagramas 1 y 2)., con esta 
pruebas  se permite determinar  la cantidad de hongos y bacterias que se 
hallan en el medio ambiente 
 
Diagrama 1 medio de cultivo OGYE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diagrama 2 preparación del medio de cultivo PDA 
 
 
 
 
 
 
Pesar 18.5 gr agar 
Disolver en 500 ml de agua previa 
ebullición 
Envasar en cajas de petri 
Autoclavar a 120 lbs de presión 
Tomar 300 gr de papa (pelada y picada) 
Calentar en 500 ml de agua destilada por 20- 
30  minutos 
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Agregar 17g agar previamente diluidos en 500 ml 
de agua 
 
Filtrar en gasa 
Agregar 20 gr de sacarosa o dextrosa con 
agitación constante 
 
Restaurar el volumen a 1000 ml 
Verter en cajas de petri 
Dejar solidificar 
 
Envolver en papel Kraff 
Esterilizar en autoclave a 120 lb por 15 
minutos 
 
Enfriar 
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Realización de las pruebas: 
 
 
 Destapar la caja de petri boca arriba para medio ambiente o boca abajo 
para cualquier superficie durante 10 minutos. 
 Tapar. 
 Incubar a temperatura ambiente por Cinco(5) días. 
 Contar las colonias y expresar los resultados por 1000 cm2 por min., ya 
que el área de una caja es 65 cm2. 
 
 
Después de la realización de estas pruebas y del análisis de los resultados se 
tomo una rutina de limpieza, desinfección y esterilización : 
 
 
Limpieza: la limpieza se realiza para eliminar la suciedad visible y materia 
orgánica; se realiza diariamente en las zonas del laboratorio con el barrido y el 
trapeado diario 
 
 
Esterilización y desinfección:  estas se realizan con el fin de reducir la carga 
microbiana (bacterias, hongos, virus, protozoos), hay que  tener en cuenta que 
todos los desinfectantes necesitan un tiempo mínimo de contacto para que 
sean eficaces, las soluciones deberán prepararse siguiendo estrictamente las 
instrucciones del fabricante, todas las soluciones deben ser de preparación 
reciente, y los utensilio de preparación estar limpio,  para realizar los procesos 
se utilizo los siguientes desinfectantes.   
 
 
 Hipoclorito de Sodio.   Posee una acción letal sobre todos los 
microorganismos incluyendo bacterias hongos y esporas. Se 
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caracteriza por ser un buen germicida o agente antioxidante, se 
presenta bajo las formas de Cl2 (gaseoso), hipocloritos y cloraminas,. 
El efecto desinfectante se debe a la liberación de cloro libre (Cl2); a 
su vez, el cloro reacciona con el agua para dar ácido hipocloroso, 
que a pH ácido o neutro es un oxidante fuerte. Este desinfectante se 
utilizo en concentraciones  del 1 al 3 % para todas las superficies en 
general 
 
 
 tego 51.  Desinfectante a base de alquilaminoetilenglicina , 
detergente anfótero, activo contra la bacterias , y virus es un 
detergente sintético y su función es  dañar la integridad  estructural 
de la membrana, es decir desorganizar la disposición ordenada de 
lípidos y proteínas,  se emplea para la desinfección de mesas de 
trabajo, utensilios, maquinas, recipientes de todo tipo, paredes, 
suelos, tuberías, con concentraciones de 1-2%. 
 
 
 Klinol. Detergente sintético  empleado para limpiar y desengrasar 
pisos, paredes, superficies pintadas, etc., entre concentraciones de 
110 a 120 partes de agua destilada. 
 
 
 Alcohol al 70%. El efecto antimicrobiano de los alcoholes está 
relacionado con la desnaturalización de las proteínas, tiene excelente 
actividad contra la mayoría de las bacterias vegetativas gram 
positivas y gram negativas, actúa también con algunos hongos y 
virus, en concentraciones apropiadas provee la mas rápida y 
excelente reducción en el conteo de la flora microbiana: Es más 
efectivo en soluciones acuosas entre 50 - 70%, ya que para su mejor 
acción se implica la intervención del agua. A 100% de pureza es 
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poco efectivo. Esté  se utilizo para  desinfectar superficial de 
mesones, paredes, equipos, y desinfección de las manos y brazos. 
 
 
 Ausilab 101:   es empleado en la desinfección del material vegetal, 
este es un detergente neutro ,    al ser un detergente no iónico, actúa 
sobre la membrana , es decir desorganizan la disposición ordenada 
de los lípidos y proteínas de modo que interfieren con su función, 
ejerciendo efecto neto de: interferencia con la función normal de 
permeabilidad selectiva, interfiriendo con procesos de transporte y 
metabolismo energético, salida de pequeñas moléculas de la célula. 
 
 
En la limpieza y desinfección se retomó una rutina la cual se explica a 
continuación: 
 
 
 Los pisos, mesones y paredes se les realiza una limpieza diaria por 
arrastre con escoba o un trapo limpio , luego se pasa a la desinfección, 
está se realiza con lavado con detergente sintético como el tego 51 o el 
klinòl, luego de esto se procede a un trapeado con hipoclorito de sodio 
del 1 al 3%. La concentración se varia cada 2 a 3 días. 
 
 
 Ventanas, puertas y cielo raso: se limpian aproximadamente cada 8 días 
, el cielo raso con un barrido y las ventanas con  una desinfección con 
hipoclorito de sodio del 1 al 3%. 
 
 
 Los alrededores del laboratorio también se lavaban aproximadamente 
cada 8 días, este lavado se realiza con abundante agua y jabón en 
polvo. 
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 Los equipos se limpian todos los días y se desinfectan con hipoclorito de 
sodio al 1 % o alcohol al 70% . 
 
 
 Los materiales de vidrio se esterilizan antes  de cada practica y los 
materiales tales como ollas, tarros plásticos, etc se lavan con agua y 
jabón  
 
 
La asepsia del laboratorio es muy   importante pero también hay que tener en 
cuenta ciertas recomendaciones básicas con el fin de conservarla  entre las 
cuales podemos puntualizar las siguientes: 
 
  
  Mantener el área de trabajo libre de esporas, esto  se logra limpiando el 
polvo diariamente. 
 
 Mantener las puertas cerradas. 
 
 Evitar la entrada de corrientes de aire. 
 
 Evitar que personas ajenas al trabajo circulen por el laboratorio. 
 proveerse de una bata de laboratorio y trate de mantenerla lo más 
limpia posible. 
 
 Antes de iniciar su trabajo, es fundamental lavare las manos, 
antebrazos, brazos, con jabón aséptico, y luego con alcohol al 70%  
 
 
4.4. SELECCIÓN DEL MATERIAL VEGETAL. 
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Al hacer  revisión bibliografica de los informes realizados anteriormente  y de 
algunos libro se concluye que el material vegetal idóneo para el cultivo in-Vitro 
de la Guadua angustifolia Kunt es: YEMA AXILAR Y MICROESQUEJES DE 
CHUSQUIN. La recolección del material vegetal se realizo en el banco de 
propagación del Centro Nacional para el estudio del Bambú-Guadua con edad   
de 15 meses y diámetro uniforme. 
 
 
4.4.1. Desinfección del material vegetal. Luego de la elección del material 
vegetal, procedemos a la desinfección empleando los siguientes tratamientos: 
 
 
 Tratamiento Nº 1.  
 
 
Los explantes se sumergen en una solución jabonosa de Ausilab 101 al 1% y 
en agitación constante en caso de las yemas un cepillado suave para los 
microesquejes; después se sometieron a multiples enjuagues con agua 
destilada y esterilizada, seguidamente el explante sé semidesnuda, para 
eliminar todos residuos provenientes del campo, procedemos a sumergir en 
etanol al 70% durante treinta(30) segundos, seguido de agua destilada y 
esterilizada, luego sumergimos el explante en NaClO al 1% durante 10 
minutos, enjuagar varias veces con agua destilada y esterilizada, para remover 
los trazos de los productos. 
 
 
Los procesos de descontaminación del explante a seguir se realizaron en la 
cámara de flujo laminar, en donde el aire es forzado a fluir bajo presión a través 
de un filtro sobre el lugar de trabajo Merino (1987) 
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Las YEMAS AXILARES se sumergen en NaClO al 1% durante 10 minutos. 
Los MICROESQUEJES se sumergen en NaClO al 3% durante 20 minutos, 
 
 
Después lavar los explantes con agua destilada y esterilizada, proceder a 
sumergir durante 10 minutos en ácido ascórbico,  el cual funciona como 
antioxidante.  Enjuague con agua bidestilada y se procede o sembrar.    
 
Diagrama de flujo  3 procedimiento Nº 1 de esterilización del material vegetal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cámara de flujo laminar: 
 
 
 
 
 
  
  
Ausilab 101 al 1% 
Enjuague con agua bidestilada.  
Etanol al 70% durante 30 segundos 
Enjuague con agua destilada 
NaClO al 1% durante 10 minutos 
Yema axilar NaClO 1% 10 
minutos 
Microesqueje NaClO 3% 20 
Minutos 
Enjuague con agua destilada 
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 Tratamiento Nº 2. 
 
 
 Los explantes se lavan con una solución jabonosa de tween 20 al 1% y en 
agitación constante en caso de las yemas un cepillado suave para los 
microesquejes; después se someten a varios enjuagues con agua destilada y 
esterilizada, seguidamente el explante sé semidesnudan, para eliminar todos 
residuos provenientes del campo, se sumergen en etanol al 70% durante 
treinta(30) segundos, enjuagar nuevamente con abundante agua destilada y 
esterilizada, luego sumergir el explante en NaClO al 1% durante 10 minutos, 
enjuagar varias veces con agua destilada y esterilizada, para remover los 
trazos de los productos. 
 
Los procesos de descontaminación del explante a seguir se realizaron en la 
cámara de flujo laminar, donde el aire es forzado a fluir bajo presión a través de 
un filtro sobre el lugar de trabajo Merino (1987) 
 
Las YEMAS AXILARES se sumergen en NaClO al 2% durante 10 minutos. 
Los MICROESQUEJES se sumergen en NaClO al 2.5% durante 20 minutos, 
Ácido ascórbico 60 ppm 10 minutos 
Enjuague  con agua destilada 
siembra 
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Después lavar los explantes con agua destilada y esterilizada,  sumergir 
durante 10 minutos en ácido ascórbico 60 ppm,  el cual funciona como 
antioxidante .Enjuar con agua bidestilada y sembrar.   
 
 
Diagrama de flujo  4  procedimiento Nº 2 de esterilización  del material 
vegetal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cámara de flujo laminar: 
 
 
 
  
  
 
 
 
Tween20 al 1% 
Enjuague con agua bidestilada.  
Etanol al 70% durante 30 segundos 
Enjuague con agua destilada 
NaClO al 1% durante 10 minutos 
Yema axilar NaClO 2% 10 
minutos 
Microesqueje NaClO 2.5% 
20 Minutos 
Ácido ascórbico 60 ppm 10 minutos 
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 Tratamiento Nº 3 
 
Los explantes se sometieron a varios enjuagues con agua destilada y 
esterilizada, seguidamente el explante sé semidesnuda, para eliminar todos 
residuos provenientes del campo, sumergir en etanol al 70% durante treinta(30) 
segundos, enjuagar con abundante agua destilada y esterilizada, luego 
sumergir el explante en NaClO al 1% durante 10 minutos, enjuagar varias 
veces con agua destilada y esterilizada, para remover los trazos de los 
productos. 
 
 
Los procesos de descontaminación del explante a seguir se realizaron en la 
cámara de flujo laminar, donde el aire es forzado a fluir bajo presión a través de 
un filtro sobre el lugar de trabajo Merino (1987) 
Las YEMAS AXILARES se sumergen en NaClO al 1% durante 10 minutos. 
Los MICROESQUEJES se sumergen en NaClO al 3% durante 20 minutos, 
 
 
Después lavar los explantes con agua destilada y esterilizada, proceder a 
sumergir en penicilina durante 2 horas, la cual nos ayuda a eliminar 
contaminantes tales como bacterias gram positivas y algunas espiroquetas y 
diplococos gram negativas Proceder  a sembrar.  
 
Enjuague  con agua destilada 
siembra 
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Diagrama de flujo 5 procedimiento Nº 3  de esterilización del material vegetal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Cámara de flujo laminar: 
 
 
 
 
 
  
  
 
Enjuague con agua bidestilada.  
Etanol al 70% durante 30 segundos 
Enjuague con agua destilada 
NaClO al 1% durante 10 minutos 
Yema axilar NaClO 1% 10 
minutos 
Microesqueje NaClO 3% 20 
Minutos 
Penicilina 2 horas 
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4.5. MEDIOS DE CULTIVO: 
 
 
se utilizo el medio de cultivo murashige y skoog (MS) el cual es él más indicado 
ya que esté medio ha demostrado que es superior para iniciar la organogenesis 
y particularmente, para la neoformación de yemas. 
 
 
Roca y Mroginski (1991) afirman que el medio basal Murashige y Skoog (MS), 
constituye la fórmula más adecuada para el cultivo in-Vitro de gran variedad de 
especies. La adición de hormonas y vitaminas esta dada de acuerdo al objeto 
que se persiga ya sea producción de callos, enraizamiento, embriogenesis, etc. 
  
Cuadro 8 º  Preparación De Medio De Cultivo Y Fitohormonas. 
 
Solución 
stock 
Sales 
minerales 
Concentración 
Mg/lt 
Medio 
estándar 
Medio  
modificado 
Medio 
completo 
A NH4NO3 
KNO3 
MgSO4.H2O 
1650 
1900 
370 
1650 
1900 
370 
1650 
1900 
370 
1650 
1900 
370 
B MnSO4.4H2O 
ZnSO4.H2O 
CuSO4.5H2O 
CaCl2.2H2O 
22.3 
8.5 
0.025 
440 
22.3 
8.5 
0.025 
440 
22.3 
8.5 
0.025 
440 
22.3 
8.5 
0.025 
440 
C KI 
CoCl2.6H2O 
0.83 
0.025 
0.83 
0.025 
0.83 
0.025 
0.83 
0.025 
Enjuague con agua destilada 
siembra 
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K2HPO4 170 170 170 170 
D H3BO3 
NaMoO4.2H2O 
6.2 
0.25 
6.2 
0.25 
6.2 
0.25 
6.2 
0.25 
E Na2EDTA 
FeSO4.7H2O 
37.3 
27.8 
37.3 
27.8 
37.3 
27.8 
37.3 
27.8 
suplementos Glicina 
M-Inositol 
Ac. nicotínico 
Piridoxina 
Tiamina 
ANA 
BAP 
Azúcar 
Agar 
Ac. ascórbico 
Ac láctico 
Carbón 
activado 
2 
100 
0.5 
0.5 
0.5 
* 
* 
30 
2.5 
* 
* 
- 
2 
100 
0.5 
0.5 
0.5 
* 
* 
     30 
2.5 
* 
* 
* 
 
 
2 
100 
0.5 
0.5 
0.5 
*- 
4.0 
30 
2.5 
50 
0.7% 
* 
 
 
2 
100 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
4.0 
30 
2.5 
50 
0.7% 
3% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5.1. preparación del medio de cultivo. 
 
Diagrama 6.  preparación del medio de cultivo 
 
 
 
 
 
 
 
Mezclar volúmenes de solución 
madre 
Agitación constante 
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Agregar hormonas, ANA 0.5 mg/l y 
BAP 4.0 mg/l 
Adicionar Tiamina, ac. Nicotínico, 
piridoxina 
Adicionar la sacarosa 
Adicionar inhibidores de hongos y 
levaduras 
Ajustar el pH a 5.7-6.0 
Calentar a ebullición 
Aforar a 1l/t con agua destilada caliente 
Envasar 15 ml en cada frasco 
Envolver en papel Kraff 
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Al adicionar el ANA y el BAP se deben disolver en NaOH 1N y HCl 1N 
respectivamente 
 
 
Para una correcta preparación de las soluciones madre se debe: 
 
 Pesar los componentes en una balanza de precisión. 
 
 Asegurarse que el material que entrará en contacto con los 
componentes de las soluciones se encuentra perfectamente limpio. En 
caso de duda lavarlo y hacer un último enjuague con agua destilada 
para retirar los restos de las sales minerales del agua corriente. 
 
 Mezclar los componentes con la ayuda de un agitador magnético. 
 
 Algunas sustancias son incompatibles y deben prepararse por separado 
Ej. El Ca y el Mg son incompatibles con el  fosfato. 
 Las soluciones de auxinas deben estar en el refrigerador  y las AIA 
deben emplearse antes de dos semanas por ser fotosensibles. 
 
 Las soluciones de ácido ascórbico y giberelinas deben prepararse en el 
momento de utilizarse. 
 
 Todas las soluciones deben prepararse en agua destilada, envasarse en 
frasco ámbar, el cual debe llevar la fecha de preparación y su respectivo 
nombre. 
 
Autoclavar 
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  Una vez obtenida la solución madre etiquetar el recipiente que al 
contendrá indicando que tipo de solución es, su concentración, la fecha 
en que se preparó y la persona que la hizo. 
 
 
4.5.1.1 Preparación De Las Soluciones Madre: 
 
 
Solución A:  se toman 16.5 gr de NH4NO3 y se mezclan con 19.0 gr de KNO3 
con constante agitación y se diluyen estas dos cantidades en 100 ml de agua 
destilada. 
 
Solución B:  se mezclan 3.7 gr de MgSO4H2O 0.223 gr de MnSO4H2O, 0.086 
gr de ZNSO4H2O y 0.00025 gr de CuSO45H2O con constante agitación y se 
diluye en 100 ml de agua destilada. 
 
Solución C:  Se mezcla 4.4 gr de CaCl22H2O, 0.0083 gr de KI y 0.00025 gr de 
CoCl26H2O con constante agitación y se diluyen estas cantidades en 100 ml de 
agua destilada. 
 
Solución D: se mezcla 1.7 gr de K 2HPO4, 0.062 gr de H3 BO3 y 0.0025 gr de 
Na2 MoO4 2H2 O con constante agitación y se disuelve en 100 ml de agua 
destilada. 
 
Solución E: Se pesan por separado 0.373 gr de Na2EDTA y 0.0025 gr de  
FeSO47H2O  y se coloca en un becare con 100 ml de agua destilada caliente 
hasta ebullición primero se agrega el Na2EDTA y luego FeSO47H2O primero 
aparece un color verde muy clara y luego se disuelve amarillo claro. Este 
proceso deberá hacerse con constante calentamiento y agitación con el fin de 
que el EDTA sé compleje con el Ion Fe++   y éste al mezclarse con las demás 
soluciones madre no forme otros compuestos. 
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4.5.1.2. Preparación Del Medio Basal 
 
 
1.Se toman los volúmenes de solución madres expresados en la tabla de 
medios de cultivo. 
 
2.Se agregan los reguladores de crecimiento. El ácidos naftalen acético por 
tener carácter ácido se disuelve en una base como el NaOH 1N, la Bencil 
Amino Purina por tener carácter básico debe disolverse en  un ácido HCl 1N y 
posteriormente se agregan en el beaker donde se encuentran los demás 
componentes. 
 
3.Las vitaminas como Tiamina, Ácido Nicotínico, Piridoxina se disuelven en 
agua destilada y se agregan en las cantidades establecidas al medio de cultivo 
que estemos preparando. 
 
4.En otros 100ml de agua destilada, disolver totalmente (calentado sí se 
requiere) los 30g de azúcar; Una vez disuelto se agregan al medio basal. 
 
5.Para evitar la contaminación por levaduras del medio de cultivo se 
recomienda agregar 0.5ml de Ácido Láctico al 0.5% a todo el medio basal. 
 
6.Se procede a ajustar el pH con NaOH 0.1N ó HCl 0.1N hasta alcanzar un pH 
de 5.7-6.0 
 
7.Agregar en 200ml de agua destilada-desmineralizada 2.5g de agar. Se debe 
agitar constantemente hasta que ebulla el agua, tratando de que no se pegue 
al fondo del recipiente ni se queme.Sé continua agitando hasta que “de punto”. 
Para ello se pueden seguir varios criterios: la no presencia de grumo o el 
cambio al color cristalino, traslucido. 
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8.Finalmente sé afora a 1000ml empleando agua destilada caliente y agitando 
vigorosamente para lograr homogenización de todos los elementos. Así está 
listo para la distribución en los frascos, lo que debe efectuarse en forma rápida 
puesto que el medio tiende a solidificarse muy pronto. Por ello mientras se 
envasa el remanente debe mantenerse un poco tibio. 
 
9.En cada frasco se recomienda colocar 15ml. Luego de que los tubos se 
hayan enfriado un poco, se sellan con papel aluminio. 
 
10.Posteriormente los frascos con el medio de cultivo se envuelven en papel 
Kraft y se esteriliza a 15lb/pul2 y 121ºC durante 15 minutos y una vez 
endurecido el medio (a temperatura ambiente) se almacenan bajo refrigeración. 
 
El medio de cultivo debe ser esterilizado inmediatamente después de su 
preparación, ya que se puede alterar su pH con el paso del tiempo. 
 
 
 
 
 
4.6  SIEMBRA. 
 
 
 Para la siembra se desinfecta previamente la cámara de flujo laminar con 
alcohol al 70% y se expuso durante 24 horas a rayos ultravioleta, la vidriera, el 
instrumental, indumentaria, medios de cultivo y agua se esterilizaron en 
autoclave a 120ºC y 5 lb. De presión durante 20 minutos. 
 
 
La siembra consistió en la inclusión de las yemas axilares, microesquejes, 
debidamente tratados al medio de cultivo para inducir a diferenciación celular y 
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generar plantas enraizadas y con ello valorar la eficacia o diferencia de los 
tratamientos realizados. 
 
 
En primer lugar se escogió el material vegetal de acuerdo a la revisión 
bibliografíca de los trabajos de los pasantes anteriores, la cual dio como 
resultado la elección de las YEMAS AXILARES Y LOS MICROESQUEJES DE 
CHUSQUIN.  
 
 
En segundo lugar se estableció tres tratamientos de desinfección para el 
material vegetal de las YEMAS AXILARES Y LOS MICROESQUEJES DE 
CHUSQUIN con el fin de observar la influencia de desinfectantes químicos y la 
aplicación de un antibiótico como la penicilina para inhibir la acción de los 
hongos en los medios de cultivo y el material vegetal empleado 
 
 
Por último fueron elegidos 3 medios de cultivo para establecer el material 
vegetal de las YEMAS AXILARES Y LOS MICROESQUEJES DE CHUSQUIN, 
los cuales poseen variaciones en las concentraciones de las vitaminas, 
hormonas y antioxidantes; denominados como Medio Estándar (Ms), Medio 
Modificado (Mm) y Medio Completo (Mc) 
 
La siembra se realizo combinando los tres parámetros anteriores mencionados 
(material vegetal, tratamiento de desinfección, medio de cultivo) en el caso del 
material vegetal de las YEMAS AXILARES Y LOS MICROESQUEJES DE 
CHUSQUIN, con tres replicas por tratamiento, conformándose los siguientes 
cuadros: 
 
 
Cuadro 9 siembras realizadas 
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SIEMBRA No.1 SIEMBRA No.2 SIEMBRA No.3 
D1YaMs D2YaMs D3YaMs 
D1mjMs D2mjMs D3mjMs 
D1YaMm D2YaMm D3YaMm 
D1mjMm D2mjMm D3mjMm 
D1YaMc D2YaMc D3YaMc 
D1mjMc D2mjMc D3mjMc 
TESTIGO TESTIGO TESTIGO 
 
CONVENCIONES: 
D1, D2, D3, Son los tratamientos de desinfección. 
Ya YEMAS AXILARES y mj MICROESQUEJE DE CHUSQUIN 
Ms, Mm, Mc, Son los medios de cultivo Estándar, modificado y completo. 
 
 
La siembra de este material vegetal se realizo en frascos de vidrio de 120 cc de 
capacidad, los cuales fueron servidos con 15 ml de medio basal para un total 
de 98 frascos por cada medio, usando cierres de papel aluminio y fessafil para 
garantizar la hermeticidad del cultivo. 
 
 
Después de la siembra los cultivos se distribuyeron en estantes de madera y se 
sometieron a oscuridad durante 8 días para facilitar la acción de los 
antioxidantes, posteriormente entraron en un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 
de oscuridad 59 
 
Las tres siembras se realizaron en las siguientes fechas: 20 Mayo, 20 Junio y 
21 de Julio. 
 
 
 
 
                                                 
59 ROCA, William  y MROGINSKI, Luis A. Cultivo de Tejidos En la Fundamentos y Aplicaciones 
:CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) Bogota Colombia 1991 Pág. 119 
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5. RESULTADOS. 
 
La evaluación de los resultados se realizó en dos formas, una cualitativa y otra 
cuantitativa. 
 
 
EVALUACION CUALITATIVA 
 
 
Consistió en observaciones periódicas a los cultivos durante todo el proceso de 
incubación, ello permitió valorar la efectividad de los tratamientos, 
determinando así la respuesta de los mismos, habiéndose encontrado 
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contaminación bacteriana y fúngica, diferenciación celular, inactividad de 
yemas y muerte de tejido a causa de la oxidación. 
 
 
Para el control de la evaluación cualitativa se elaboró una planilla de registro, la 
cual es de fácil manejo para el registro de los datos y su posterior 
sistematización y análisis estos. Posee los siguientes parámetros evaluativos: 
Tipo de explante (debido a que se manejan varios), fecha en la cual se realizo 
la evaluación, número de estante, nivel del estante, código del frasco 
contaminados y una columna de observaciones donde se anota si sé encontro 
con contaminación fúngica o bateriana, con grados de oxidación (alta, media, 
baja), si hay división celular primaria o inactivad de yemas ó muerte del tejido a 
causa de la oxidación y por último la fecha de inicio de siembra. (Ver Anexo 1) 
 
 
La valoración se determina de acuerdo a la presencia o ausencia de 
contaminación registrando las observaciones el número de frascos 
contaminados y el tipo de infección bacteriana o fúngica. Al presentarse 
oxidación se enunciaba el número de cultivos oxidados y el grado de la misma, 
según el cubrimiento que tenia cada uno de los explantes. Como se puede 
observar en la siguiente figura. 
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FOTO 16 Contaminación bacteriana y fúngica 
 
 
EVALUACIÓN CUANTITATIVA 
 
 
Este tipo de evaluación permitió determinar la efectividad de los tratamientos 
de desinfección en el control de agentes patógenos, lo cual se estableció 
mediante el porcentaje de contaminación por hongos y bacterias, dado por la 
relación entre el número de medios de cultivo contaminados y el número total 
de cultivos por cien, de igual forma se efectúo para valorar la contaminación. 
Este dato fue registrado 20 días después de la siembra. 
 
 
Durante la evaluación de las Yemas Axiliares en los tratamientos de 
antioxidación se tomo una valoración Alta, Media, Baja, determinándose: 
 
ALTA: Cuando el porcentaje de incidencia oxidativa se presentaba por encima 
del 80% del área de la yema. 
 
MEDIA: Cuando el porcentaje de incidencia oxidativa se presentaba hasta en el 
40% del área de la yema. 
 
BAJA: Si máximo un 20% de la yema estaba oxidada. 
 
Para el caso de los Microesquejes se empleó la misma escala evaluativa y se 
determino que: 
 
ALTA: Cuando extremos de la microestaca, área del nudo y yema presentaban 
oxidación. 
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MEDIA: Cuando se oxidaba únicamente hasta en un 40% de las áreas. 
 
BAJA: Si la oxidación se daba máximo en un 20% de las áreas. 
 
 
Todos los datos de la evaluación cuantitativa son el producto de la organización 
y tabulación de la planilla de registro cuantitativa, la cual posee los siguientes 
parámetros: Tipo de explante, Fecha, Número de estante, Número del nivel del 
estante, número de frascos contaminados con infección o con oxidación, 
columnas donde se coloca el código del frasco ya sea que posea una infección 
fúngica o bacteriana, grado de oxidación alta, media o baja y por último la fecha 
inicio de siembra. (Ver Anexo 2) 
 
 
 
 
 
 
 
Cuadro 10.resultados de la prueba PDA.60 
 
fecha 
 
 NUMERO DE 
UFC 
COLONIAS  
 
 
Lugar 
 
12 marzo 21Abril 13Junio 20Junio 4Julio 11Agos. 
Sala de 
incubación 
      
-Piso 6 3 4 0 0 0 
-Medio 
ambiente 
17 8 4 2 0 0 
-Estantes 8 5 3 1 0 0 
Sala de 
siembra 
      
-Piso 8 5 2 1 0 0 
-Medio 
ambiente 
5 4 2 0 0 0 
                                                 
60 UFC /1000cm2/min 
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-Mesón 1 0 1 0 0 1 
Sala 
principal 
      
-Piso entrada 10 8 5 2 1 1 
-Medio 
ambiente 
entrada 
9 8 4 2 1 1 
-Mesón medio 
ambiente 
14 8 10 4 2 1 
-Mesón 
superficie 
9 6 8 3 3 1 
Zona de 
pesaje 
      
-Mesón 6 4 2 0 0 0 
-Medio 
ambiente 
6 5 4 3 0 0 
Zona de 
preparación 
de medio 
      
-Medio 
ambiente 
8 5 3 3 1 0 
-Piso 8 5 3 3 1 0 
Zona de 
destilación 
      
-Mesón 3 2 3 1 0 0 
 Zona de 
lavado  
      
Mesón 6 3 2 2 1 0 
Suelo 12 10 4 3 2 1 
 Cuadro 11  Resultados de pruebas OGYE 
 
 
fecha Numero 
        UFC 
De Colonias 
 
Lugar 20 marzo 20junio 21julio 
Sala de 
incubación 
   
-Piso 3 0 0 
-Medio ambiente 1 0 0 
-Estantes 2 1 0 
Sala de siembra    
-Piso 1 0 0 
-Medio ambiente 2 1 0 
-Mesón 1 0 1 
Sala principal    
-Piso entrada 5 2 0 
-Medio ambiente 
entrada 
 
4 
 
2 
 
1 
-Mesón medio 2 3 1 
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ambiente 
-Mesón superficie 1 2 0 
Zona de pesaje    
-Mesón 1 0 0 
-Medio ambiente 2 0 0 
Zona de 
preparación de 
medio 
   
-Medio ambiente 2 0 0 
-Piso 3 1 0 
Zona de 
destilación 
   
Mesón 3 1 1 
 Zona de lavado     
-Mesón 2 1 1 
-Suelo 3 2 0 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuadro 12 porcentaje de oxidación medios de cultivo utilizados en los 
tratamientos para YEMAS AXILARES. 
PORCENTAJE 
TRATAMIENTO 
ALTA MEDIA BAJA OXIDACIÓN 
NULA 
D1YaMs 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
estándar 
 
 
20 
 
 
40 
 
 
10 
 
 
30 
 D1YaMm 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
modificado 
 
* 
 
 
 
 
* 
- 
 
15 
 
85 
D1YaMc 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
completo 
 
* 
 
 
 
* 
 
20 
 
80 
D2YaMs 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
 
 
* 
 
 
20 
 
 
40 
 
 
40 
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Ac. Ascórbico 60 
ppm 
Medio de cultivo 
estándar 
D2YaMm 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Ascórbico 60 
ppm 
Medio de cultivo 
Modificado 
 
 
* 
 
 
10 
 
 
15 
 
 
75 
D2YaMc 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Ascórbico 60 
ppm 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
* 
 
 
* 
 
 
10 
 
 
90 
D3YaMs 
NaClO 1% 
Penicilina 1 mg/lt 
Medio de cultivo 
modificado 
 
 
* 
 
 
10 
 
 
20 
 
70 
D3YaMc 
NaClO 1% 
Penicilina1 mg/lt 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
* 
 
 
* 
 
 
10 
 
 
 
90 
Testigo    100 
Cuadro 13  porcentaje de oxidación medios de cultivo utilizados en los 
tratamientos  para MICROESQUEJES DE CHUSQUIN 
PORCENTAJE 
TRATAMIENTO 
ALTA MEDIA BAJA OXIDACIÓN 
NULA 
D1YaMs 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
estándar 
 
 
5 
 
 
30 
 
 
40 
 
 
25 
 D1YaMm 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
modificado 
 
 
* 
 
 
 
 
30 
 
 
 
20 
 
 
50 
D1YaMc 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
* 
 
 
 
* 
 
 
 
10 
 
 
90 
D2YaMs 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
 
 
* 
 
 
35 
 
 
20 
 
 
45 
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Ac. Asc 60 ppm 
Medio de cultivo 
estándar 
D2YaMm 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Asc. 60 ppm 
Medio de cultivo 
Modificado 
 
 
* 
 
 
* 
 
 
20 
 
 
80 
D2YaMc 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Asc 60 ppm 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
 
* 
 
 
 
* 
 
 
 
25 
 
 
 
75 
D3YaMs 
NaClO 1% 
Penicilina 1 mg/l 
Medio de cultivo 
estándar 
 
 
10 
 
 
20 
 
 
40 
 
 
30 
D3YaMm 
NaClO 1% 
Penicilina 1 mg/lt 
Medio de cultivo 
modificado 
 
 
10 
 
 
15 
 
 
30 
 
 
10 
D3YaMc 
NaClO 1% 
Penicilina1 mg/lt 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
* 
 
 
* 
 
 
10 
 
 
 
90 
Testigo    100 
Tabla 14  porcentaje de contaminación medios de cultivo utilizados en los 
tratamientos  para YEMA AXILAR.. 
PORCENTAJE 
TRATAMIENTO 
HONGOS BACTERIAS CONTAMINACION 
NULA 
D1YaMs 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
estándar 
 
 
40 
 
 
30 
 
 
30 
 D1YaMm 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
modificado 
 
 
30 
 
 
 
 
20 
- 
 
 
50 
D1YaMc 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
20 
 
 
 
20 
 
 
60 
D2YaMs 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
 
 
50 
 
 
30 
 
 
20 
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Ac. Ascórbico 60 ppm 
Medio de cultivo 
estándar 
D2YaMm 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Ascórbico 60 ppm 
Medio de cultivo 
Modificado 
 
 
30 
 
 
30 
 
 
40 
D2YaMc 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Ascórbico 60 ppm 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
10 
 
 
40 
 
 
50 
D3YaMs 
NaClO 1% 
Penicilina 1 mg/l 
Medio de cultivo 
estándar 
 
 
40 
 
 
30 
 
 
30 
D3YaMm 
NaClO 1% 
Penicilina 1 mg/lt 
Medio de cultivo 
modificado 
 
 
25 
 
 
25 
 
 
50 
D3YaMc 
NaClO 1% 
Penicilina1 mg/lt 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
10 
 
 
20 
 
 
70 
testigo   100 
Cuadro Nº 15  porcentaje de contaminación medios de cultivo utilizados  
tratamientos  para Microesquejes de chusquin. 
PORCENTAJE 
TRATAMIENTO 
HONGOS BACTERIAS CONTAMINACION 
NULA 
D1YaMs 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
estándar 
 
 
60 
 
 
30 
 
 
10 
 D1YaMm 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
modificado 
 
 
30 
 
 
 
30 
- 
 
 
40 
D1YaMc 
Ausilab 1% 
NaClO 1% 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
20 
 
 
 
20 
 
 
60 
D2YaMs 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Asc 60 ppm 
 
 
50 
 
 
30 
 
 
20 
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Medio de cultivo 
estándar 
D2YaMm 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Asc 60 ppm 
Medio de cultivo 
Modificado 
 
 
 
25 
 
 
 
20 
 
 
 
55 
D2YaMc 
Tween 20 1% 
NaClO 2% 
Ac. Asc 60 ppm 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
 
20 
 
 
 
20 
 
 
 
60 
D3YaMs 
NaClO 1% 
Penicilina 1 mg/l 
Medio de cultivo 
estándar 
 
 
40 
 
 
30 
 
 
30 
D3YaMm 
NaClO 1% 
Penicilina 1 mg/lt 
Medio de cultivo 
modificado 
 
 
30 
 
 
20 
 
 
50 
D3YaMc 
NaClO 1% 
Penicilina1 mg/lt 
Medio de cultivo 
completo 
 
 
10 
 
 
10 
 
 
80 
Testigo   100 
5.1 ANALISIS DE RESULTADOS 
 
 
 En el Laboratorio de Biotecnología del Centro Nacional para el Estudio del 
Bambú-Guadua se elaboro seis (6) pruebas de PDA como se registra en el 
Cuadro 9, al analizar dichos datos se concluyo que las dos primeras fechas 
en que se realizo las siembras se evidencio un mayor número de colonias 
en todas las áreas del laboratorio, debido a que no se habían rutinizado los 
procesos de desinfección y limpieza. 
 
 Después de varios  meses de implementar  las rutinas de desinfección en 
las cuales sé varían semanalmente la concentración de cada uno de los 
desinfectantes,  se logro controlar en forma significativa la contaminación en 
las áreas del laboratorio, esto se concluye en el análisis de las últimas 
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columnas del Cuadro 11, la cual reporta en algunos casos la no presencia 
de colonias y en otros solo una o dos colonias. 
 
 Al igual que el reporte de las pruebas de PDA, las pruebas de siembra 
OGYE arrojan buenos resultados en cuanto a la disminución del número de 
colonias a medida que pasa el tiempo en la utilización de desinfectantes en 
la limpieza diaria, observar  en el Cuadro 10. 
 
 De acuerdo a los porcentajes de contaminación valorados para Yemas 
Axilares de Guadua Angustifolia Kunth, se  concluyo que el tratamiento más 
apropiado para la desinfección superficial para este material vegetal, es 
donde se utiliza como desinfectante el NaClO al 1% durante 10 minutos 
acompañado de la inmersión en una solución de penicilina de 1mg/l durante 
2 horas, debido a que se redujo la contaminación hasta en un 70% 
 
 El tratamiento de desinfección Nº 2 para Yemas Axiliares el cual es 
realizado con tween 20 al 1%, NaClO al 2 % y ácido ascórbico 60 ppm 
durante 10 minutos se observo un porcentaje de contaminación alto. 
 
 Analizando los porcentajes de oxidación que se observan en los cuadros de 
Microesquejes de Chusquin los mejores tratamientos de desinfección para 
este material vegetal son el No.1 y el No.3, donde la concentración de 
hipoclorito de sodio NaClO es del 3% con una inmersión de veinte (20) 
minutos y en este último se sumerge en una solución de antibiótico 
(penicilina) 1mg/l. 
 
 Se puede concluir  que el mejor medio de cultivo apropiado para el cultivo 
in-vitro de las yemas axilares es el medio completo, el cual se encuentra 
enriquecido con las hormonas ANA y BAP y con carbón activado, igual que 
para los microesquejes de chusquin. 
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 El porcentaje de oxidación en yemas axilares de guadua angustifolia Kunth 
permite determinar que el ácido ascórbico en concentración de 60 ppm 
utilizado en la desinfección de l material vegetal es muy efectivo en cuanto 
al control de las reacciones de compuestos fenolicos presentes en los 
tejidos, debido a que redujo la oxidación en un 90 y 80 %, igual sucede con 
los microesqueje de chusquin  
 
 Después de hacerle el análisis al laboratorio , nos damos cuenta que este  
no cumple con muchos de los requisitos estipulados por el INVIMA, hay 
mucha fallas  tanto estructurales como técnicas y administrativas.  
 
 
5.2 LOGROS 
 
 
 Con el inicio de la pasantía en el mes de Noviembre se reactivo el 
Laboratorio de Biotecnología del Centro Nacional para el Estudio del 
Bambú-Guadua, el cual se encontraba fuera de funcionamiento hacia 
dos (2) años. 
 Análisis de los procesos técnicos utilizados en el  Laboratorio del Centro 
Nacional Para El  Estudio del Bambú- Guadua. 
 
 Evaluación y valoración de los equipos, materiales y reactivos al igual 
que de la planta física del laboratorio, la cual trajo como resultado la 
realización de un pedido de reactivos químicos, insumos para la limpieza 
y desinfección y lo más importante haber detectado el daño en diversos 
equipos del laboratorio, así como de reactivos pasados por vencimiento. 
 
 La reparación y calibración de los equipos que se encontraban en mal 
estado como la estufa, el agitador horizontal, las balanzas analíticas, el 
microscopio trilocular y el esteresoscopio; los cuales hoy día se 
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encuentran en perfecto estado y calibración y proporciona garantía de 
buen servicio. 
 
  Recuperación de la Cámara de Flujo Laminar, reactivándose de esta 
manera su funcionamiento, aunque es de tener en cuenta que esta labor 
debe realizarse en forma periódica. 
 
  Protocolización de las labores de limpieza y desinfección con la 
respectiva variación de las concentraciones de los reactivos como el 
hipoclorito de sodio NaClO, el alcohol de 70% y 90% y los detergentes 
sintéticos como el Klinol, Ausilab y el Tego 51, disminuyeron los 
problemas de contaminación. 
 
 Elaboración de planillas de registro para la evaluación cuantitativa y 
cualitativa de los medios de cultivo en la sala de incubación y para el 
registro del invernadero para cuando se inicien los procesos de 
termoterapia 
 
 
 
5.3 INCONVENIENTES 
 
 
 Debido al bajo presupuesto que se maneja para el Laboratorio de 
Biotecnología del Centro Nacional para el Estudio del Bambú-Guadua,  
sé retrazan las  actividades de :  reparación de los equipos, la entrega 
de los insumos y reactivos químicos necesarios para  las labores de 
cultivo in-Vitro, y los materiales necesarios para tener en marcha el 
montaje y acondicionamiento del invernadero de investigación. 
 
 No hay personal básico para el aseo externo del laboratorio. 
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 No se han tenido en cuenta algunas de las sugerencias propuestas en 
los informes pasados para la realización de reparaciones locativas. 
 
 Deficiencia de elementos de protección  y seguridad para las personas 
que laboran en el laboratorio . 
 
 La falta de divulgación de las investigaciones realizadas en el 
Laboratorio de Biotecnología del Centro Nacional para el Estudio del 
Bambú-Guadua a generado que muchas instituciones desconozcan las 
labores que se realizan en este importante centro 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.CONCLUSIONES 
 
. 
 Después de hacer las revisiones y los análisis del laboratorio guiadas 
por las normas técnicas del INVIMA  se puede dar cuenta de que el  
Laboratorio de Biotecnología del Centro Nacional para el Estudio del 
Bambú-Guadua le falta cumplir algunas de las normas para poder llegar 
a ser una buena locación para que funcione perfectamente en todas sus 
áreas.   
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 En cuanto a la utilización del material vegetal se puede afirmar que 
todos los explantes utilizados hasta el momento dan  buenos resultados, 
pero es más recomendable  las Yemas Axilares, combinando un buen 
tratamiento de desinfección con una concentración pequeña del 
desinfectante y un buen medio de cultivo, este tipo de explante. Logra 
una diferenciación rápida de hojas y elongación en  corto período de 
tiempo, además el proceso de fenolización es bajo, teniendo encuenta la 
utilización de un antioxidante. 
 
 Al realizar las siembras con los deferentes medios de cultivo ,Se  
determinar que el  más apropiado para generar diferenciación celular de 
explantes de Guadua angustifolia Kunth, es el medio básico de 
Murashige y Skoog suplementado con ANA 0.5mg/l, BAP 0.4 mg/l y 3% 
de carbón activado.(Medio Completo) 
 
 Las concentraciones y tiempos más efectivos en los tratamientos de 
antioxidación para yemas axiliares, microestacas y meristemos de 
rizomas, fueron el ácido ascórbico 60ppm durante 10 minutos.  
 
 Los grados de incidencia de infestación bacteriana y fúngica se 
disminuyeron gradualmente gracias a la implementación de rutinas de 
limpieza de carácter diario y semanal tanto a los equipos como a las 
instalaciones en general  con variación de las concentraciones de NaClO 
entre 1 y 3%, al igual que las aspersiones con alcohol de 70 y 90% y el 
aseo con los detergentes sintéticos.(Klinol, Tego 51). 
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7.RECOMENDACIONES GENERALES 
 
 
 Se considera de gran importancia la existencia de un técnico para la 
operatividad del laboratorio  que se encargue permanentemente de los 
procesos internos del laboratorio de Biotecnología, ya que  las 
investigaciones realizadas por los pasantes, se paralizan y se pierden 
los conocimientos adquiridos que puedan dar continuidad a estos 
estudios. 
 
 Cada vez que llega una nueva persona a trabajar en el laboratorio es 
necesario que realice una revisión bibliográfica que lo lleve a seguir con 
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las recomendaciones que se encuentran consignadas en los diferentes 
trabajos de pasantía. 
 
 Este laboratorio a pesar de que no cumple todas las normas técnicas se 
puede trabajar dentro de el , se recomienda tener continuidad en los 
trabajos ,con el fin de mejorar la planta físicas y los proceso de 
desinfección, tanto del material vegetal como del  -laboratorio. 
 
 Realizar  mantenimiento periódico a la planta física que incluya el arreglo 
del techo para tapar las goteras que producen las humedades en el cielo 
raso, arreglar las humedades que se presentan en algunas de las 
paredes, quitar el extractor que se encuentra en el área de siembra (ver 
figuras 6, 7, 8,10, 11,12 ) al igual que la puerta de esta sección y 
cambiarla por una de vidrio con marcos de acero inoxidable. 
 
 Tratar de incluir un rubro en el presupuesto de la Corporación Autónoma 
Regional del Quindío (CRQ)  para invertirlo en el laboratorio y su 
infraestructura y los procesos de investigación. 
 
 Se recomienda que la continuidad en los procesos sea un punto 
prioritario a seguir, porque de esta forma se avanza en la investigación y 
el laboratorio podrá ser un estamento más productivo para la 
Corporación Autonomía Regional (CRQ) 
 
 A pesar que el tratamiento de asepsia en todas las siembras ha sido 
intensivo, la contaminación bacteriana persiste por lo tanto se debe 
tratar de aplicar otros desinfectantes con mayor poder germicida ya que 
dentro de estos hay una amplia gamma de fácil adquisición . 
 
 Debe continuarse con los ensayos de la fase ex-vitro y de 
endurecimiento de las  plántulas obtenidas en el laboratorio. 
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8. RECOMENDACIONES PARA EL MANEJO DEL MATERIAL VEGETAL 
 
 
 Al trabajar con Yemas Axilares de Guadua angustifolia Kunth se debe 
tener especial cuidado al momento de despojar a estás de las hojillas 
caulinares que la protegen, ya que si quedan muy desnudas los 
reactivos que colaboran en el proceso de esterilización pueden provocar 
la muerte por su elevada toxicidad. De igual forma los microesquejes de 
chusquin deben recibir un delicado tratamiento dejando su superficie 
libre de partículas extrañas, aunque el problema fundamental de este 
tipo de explante es la composición del tejido, como ya se expuso en la 
discusión. 
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 Cuando se presente la oxidación de los tejidos es primordial la 
aplicación de los antioxidantes, sin embargo la elección de estos 
requiere de mucho cuidado, ya que muchos de estos compuestos 
generan inhibiciones o muerte del tejido dependiendo del desinfectante 
que se halla suministrado, esto puede ser objeto de un  nuevo estudio. 
 
 Tratar de rutinizar las normas de asepsia para de esta forma evitar la 
proliferación de microorganismos. 
 
 Deben intercambiarse experiencias con otros pasantes e instituciones 
que estén involucradas en el tema, esto con el fin de mejorar y 
colaborara con los procesos biotecnológicos de la Guadua angustifolia 
Kunth 
 
 
 
 
 
 
ABREVIATURAS Y SIGNOS. 
 
 
Ac ácido 
ANA  acido Naftalacetico 
BAP bencil amino purina 
Ca(ClO)2   Hipoclorito de calcio 
C.R.Q  Corporación Autónoma Regional del Quindío 
Cms Centímetros 
ºC grados centígrados 
CNEB-G  Centro Para el Estudio del Bambú-Guadua. 
grs gramos 
Gr/lt  gramo por litro 
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HgCl2  cloruro de mercurio 
Ha hectárea 
Kg/ha/año kilogramos por hectárea año 
Lb: libra 
Lt: litro 
Ms. Metros 
(MS)  medio de cultivo Murahigue and Skoog 
ms/seg metros por segundo 
NaClO hipoclorito de sodio 
Pág. Pagina 
ppm partes por millon 
Ton/ha/año toneladas por hectárea año 
U:V ultravioleta 
V volumen  
UFC:  Unidades formadoras de colonias. 
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ANEXOS 
 
ANEXO A. 
 
PLANILLA DE REGISTRO 
SALA DE INCUBACIÓN 
 
 
EVALUACIÓN CUANTITATIVA 
 
 OBJETIVO: 
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Observar la presencia o ausencia de contaminación en los frascos de 
siembra in-Vitro. 
 FECHA DE SIEMBRA: ___________________________________ 
TIPO DE EXPLANTE: ___________________________________ 
RESPONSABLE:  __________________________________ 
 
FECHA # 
 
ESTANTE 
 
 
# 
NIV
EL 
#FRASCOS 
CONTAMINADOS 
 
TIPO DE CONTAMINACIÓN 
GRADO DE 
OXIDACIÓN 
FRASC
OCON 
INFEC. 
FRASCO 
CON 
OXIDA. 
 
BACTERIANA 
 
FUNGICA 
 
 
A 
 
 
M 
 
B 
          
          
          
          
          
          
          
          
          
          
 
 
ANEXO B 
 
PLANILLA DE REGISTRO 
SALA DE INCUBACIÓN 
 
 
EVALUACIÓN CUALITATIVA 
 
 OBJETIVO: 
Realizar observaciones periódicas para valorar la efectividad de los 
tratamientos y así poder determinar la respuesta de los mismos. 
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 FECHA DE SIEMBRA: _________________________________ 
 TIPO DE EXPLANTE: ___________________________________ 
 RESPONSABLE:___________________________________ 
 NOTA:     En las observaciones se puede anotar si encontró: 
- División celular primaria. 
- Inactividad o actividad de yemas. 
- Muerte del tejido a causa de oxidación. 
- Contaminación fúngica o bacteriana 
 
 
FECHA 
# 
ESTANTE 
# NIVEL Código del frasco  
OBSERVACIONES 
     
     
     
     
     
     
     
     
     
     
 
 
